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Ha éjszaka arra riadunk fel, hogy egy szúnyog köröz a fejünk körül, hamar megpróbálunk a 
kispárnával pontot tenni a zaklatás végére. A hófehér plafonon maradó méretes vérfoltot 
dühödten próbáljuk ledörzsölni, de aztán nyugodtan hajtjuk ismét álomra a fejünket, hiszen a 
másnapi viszketésre bevált gyógyír a nagyitól tanult ecetes bedörzsölés. Valljuk be szintén, 
kit érdekel háromnegyed kett kor, hogy hány tagú és milyen diverzitású is az ökológiai 
rendszer, amib l kenetet képeztünk a falon. 
Sajnos, egy hasonló találkozás a világ más tájain, más undok vérszívókkal, már sokkal 
komolyabb következményekkel járhat, hiszen az egyedfejl désükhöz, szaporodásukhoz vért 
igényl  ízeltlábúak számos emberi betegség kórokozóját hordozzák és adják át táplálkozásuk 
során. Ezek a kórokozók lehetnek vírusok, baktériumok, egysejt ek, vagy akár többsejt  
paraziták fert z  formái is, amelyek milliókat betegítenek meg világszerte, komoly 
egészségügyi és világgazdasági problémákat okozva. 
A mikrobiológiai, parazitológiai és orvosi entomológiai kutatásokat egyaránt 
forradalmasította egyes molekuláris biológiai módszerek, mint a PCR, a klónozás vagy a DNS 
bázissorrend elemzés felhasználása. Ezekkel az eljárásokkal lehet vé vált az ízeltlábú 
vektorok és az általuk továbbított betegségek kórokozóinak részletes, genetikai, genomikai 
szint  megismerése. Az új ismeretek által már specifikus, sejteket, molekulákat célzó 
módszerekkel próbálhatjuk meg kordában tartani ezeket a kórokozókat és vérszomjas 
hordozóikat. 
A molekuláris biológiai módszerek alkalmazása adott lehet séget arra is, hogy egy régóta 
ismert, de sejtes endoszimbionta életmódja miatt a klasszikus mikrobiológiai módszerekkel 
megközelíthetetlen baktérium faj, a Wolbachia pipientis részletes biológiáját és genetikáját 
megismerjük. Ez a bakteriális endoszimbionta megtalálható az ízeltlábúakban, többek között a 
vérszívó, betegségterjeszt  fajokban is, és az állati valamint az emberi filáriázist okozó 
fonálférgekben is el fordul. Biológiájának és genetikájának a részletes ismerete lehet séget 
nyújt arra, hogy a vérszívó ízeltlábúak és az általuk terjesztett betegségek leküzdésében 
sajátos tulajdonságai miatt a segítségünkre legyen.  
Tekintsük át, miben különleges ez a baktérium! Miért is érdemes a kutatásával foglalkozni? 
Hogyan képes többféle szimbiotikus kölcsönhatás kialakítására? Hogyan biztosítja széleskör  
elterjedtségét? Milyen genetikai, molekuláris mechanizmusok teszik ezt lehet vé? Hogyan 
használhatjuk ezeket a lehet ségeket a kórokozók és a paraziták ellen? 
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A szimbiózis fogalmát Anton de Bary (1831-1888) német orvos, botanikus és mikrobiológus 
definiálta (1879), mint két különböz  szervezet együttélését. Ezt a megállapítását a zuzmókon 
végzett kísérleteib l vonta le (de Bary, 1879). Az eredeti meghatározás, a amit 
mikrobiológiában ma is használnak, nem nyilatkozik arról, melyik fél mit nyer a kapcsolatból. 
 
Ebben a dolgozatban a gerinctelenek, f leg az Ízeltlábúak bakteriális szimbiontáival 
foglalkozunk, azok közül is a Wolbachia szimbiózisokkal kiemelt helyen. Ha lajstromba 
vesszük a bakteriális szimbiontákat, sok régen ismert kapcsolattal találkozhatunk (Madigan és 
mtsai, 2003), de meglep en sok, az elmúlt pár évben felfedezett új szimbionta fajt ismertünk 
meg (Moran és mtsai, 2008). Ezek a szimbionták a bakteriális diviziók nagy részében 
el fordulnak, a legtöbb esetet a proteobaktériumok között találjuk. A baktériumok, gazdáik és 
a kialakított szimbiotikus kölcsönhatások diverzitását mutatja be az 1. ábra és az 1. táblázat 
(Baumann, 2005; Moran és mtsai, 2005, Moran és mtsai, 2008).  
 
1. ábra: Ízeltlábúak bakteriális szimbiontái 
Ezen az ábrán a szimbionta baktériumok filogenetikai rendszerben vannak feltüntetve, a dendrogram 
feltünteti a f bb csoportokat. A fa a könnyebb eligazodás miatt nem szimbiotikus, ismert baktériumokat is 
tartalmaz. A végágakon baktérium fajok vagy genuszok látszanak, a gazdaszervezetek csoportjai és a 




A szimbionták lehetnek obligát vagy fakultatív szimbionták, ez nagyban befolyásolja a 
kialakuló kölcsönhatás típusát is (1. táblázat). 
 
Obligát szimbionták
Bakterióma asszociált baktériumok Mutualisták Reproduktív manipulátorok
 Sulcia muelleri – Proconiini tribus és más színkabócák 
(Auchenorrhyncha)
 Hamiltonella defensa – levéltetvek, liszteskék 
(Aleyrodidae) 
male killer MK– katicabogarak (Coccinellidae)
 Uzinura diaspidicola – Kagylós pajzstetvek (Diaspididae)  Regiella insecticola –  levéltetvek (Aphididae)  Cardinium hertigii – ízeltlábúak (Arthropoda)
 Blattabacterium sp . – csótányfélék (Blattoptera)  Arsenophonus sp. – levélbolhák (Psyllidae)  Spiroplasma sp. –  nappali lepkék 
(Lepipdoptera), Drosophila (Diptera)
 Rickettsia sp . – Liposcelidae fatetvek (Psocoptera)  Sodalis glossinidius – cece legyek (Glossinidae)  Rickettsia sp.  –katicabogarak (Coccinellidae), 
darazsak (Hymenoptera), Liposcelidae fatetvek 
(Psocoptera)
 Tremblaya princeps –  viaszos pajzstetvek (Pseudococcidae)  Serratia symbiotica –  levéltetvek (Aphididae)  Wolbachia sp . – ízeltlábúak
 Carsonella ruddii – levélbolhák (Psyllidae)   Arsenophonus nasoniae – Nasonia 
fémfürkészek (Pteromalidae)
 Portiera aleyrodidarum – liszteskék (Aleyrodidae)  
 Buchnera aphidicola –  levéltetvek (Aphididae)  
 Ishikawaella capsulata – poloskák (Pentatomidae)   
 Wigglesworthia sp . – cece legyek (Glossinidae)
 Blochmannia sp . –  Camponotus hangyák
 Nardonella sp . – ormányosbogarak (Curculionidae)
Baumannia cicadellinicola  –Proconiini tribus és más 
színkabócák (Auchenorrhyncha)
 Riesia sp . – primate lice (3)  eml sök tetvei
 “SOPE”, “SZPE” – ormányosbogarak (Curculionidae) 
F bb tulajdonságok
speciális gazdaszervben, a bakteriómában él
hosszú koevolúciós leszármazás
nincs horizontális átvitel
 a gazdaszervezet tápanyaggal látja el véd a stresszhatások és a természetes ellenségek ellen a saját anyai vonalának az elterjedését segíti
extrém genomméret csökkenés, x<<1 mB
Hiányzik a génfelvétel, nincsenek fágok,  nincsenek mobil 
genetikai elemek, nincs genom átrendez dés
Fakultatív szibionták
a gazda többféle sejtében szövetében
evolúciósan rövid id távú kapcsolat 
 horizontális terjedés fajon belül és fajok között
Ismeretlen hatás
moderált genomméret csökkenés és gén inaktiváció, x >1MB  
 dinamikus genomok, bakteriofágok, mobil genetikai elemek, átrendez dések
F bb tulajdonságok
 Fritschea sp. – liszteskék (Aleyrodidae), pajzstetvek (Coccinea)
 Spiroplasma sp. –   több izeltlábú faj, levéltetvek (Aphididae), bogarak (Coleoptera), Drosophila (Diptera)
 Rickettsia sp. -  több izeltlábú faj,liszteskék (Aleyrodidae), bogarak (Coleoptera), kullancsok (Ixodidae)
 Arsenophonus sp. – több izeltlábú faj valamint levéltetvek
 Sodalis sp. – Kullancslegyek, Hippoboscidae
 
1. táblázat: Ízeltlábúak bakteriális szimbiózisainak f bb tulajdonságai (Moran és mtsai, 2008 alapján) 
 
II.2. Wolbachia történelem 
 
Marshall Hertig (1893-1978) entomológus a Minnesotai Egyetem l és Simeon Burt Wolbach 
(1880-1954) a bostoni Harvard Medical School mikrobiológia és patológia professzora a XX. 
század huszas éveit l kezdve tanulmányozta az els sorban rovarok által terjesztett Rickettsia-
félék biológiáját (2. ábra) 
 
Wolbach írta le a szikláshegységi láz Rickettsia kórokozóját és a vektorát a 
Dermacentroxenus rickettsii (Dermacentor andersoni) kullancsot (Wolbach, 1919). Wolbach 
szakvezetésével 1924-ben cikket írtak az ízeltlábúakban található Rickettsia szer  
szervezetekr l azzal a céllal, hogy a (Hertig és Wolbach, 1924) Rickettsia fajfogalmat 
tisztázzák, hiszen akkoriban minden citoplazmás „apró” pálcát Rickettsia-nak hívtak (3. ábra). 
 
Vizsgálataiknak els  sorban humán egészségügyi vonatkozásai voltak, mert ezek a 
baktériumok súlyos, sokszor halálos lefolyású emberi betegségeket okoznak, mint például a 




2. ábra: Wolbachia felfedez i, a baloldali képen Wolbach, a jobb oldali képen balról Hertig látható. 
 
Kórokozó Betegség Célsejt Átvitel Rezervoár El fordulás
Rickettsia
Thyphus-csoport
    R. prowazekii kiütéses thyphus endothelium tet ember gócokban
    R. typhi endémiás (egér) thyphus endothelium bolha rágcsálók trópus, szubtrópus
Foltosláz-csoport
    R. rickettsii Szikláshegységi-láz endothelium kullancs rágcsálók Amerika
    R. akari rickettsia himl endothelium atka egér USA,Ázsia
Orientia
   R. tsutsugamushi bozótláz endothelium atkalárva patkány, rágcsálók Távol-Kelet
Neorickettsia
   N. sennetsu sennetsu-láz macrophagok kullancs? ? Japán
Ehrlichia
   E. chaffeensis humán ehrlichiosis fehérvérsejtek kullancs? ? világszerte
Bartonella
   B. quintana lövészárok-láz nem ismert tet ember gócokban
   B. henselae macskakarmolási betegség,
bacillaris angiomatosis
nem ismert nem ismert macska? világszerte
   B. bacilliformis Oroya-láz, "perui verruca" endothelium homoki légy ? Dél-Amerika
Coxiella
   C. burnetii Q-láz macrophagok, 
monocyták
aeroszol házi és vadállatok világszerte
Rickettsiales rendbe tartozó intracelluláris humán patogén baktériumok
 
2. táblázat: Rickettsiales rendbe tartozó baktériumok és az okozott emberi betegségek (Gergely, 2003) 
 
Hertig 1936-ban számolt be vizsgálatai eredményeir l (Hertig, 1936). Ekkor írta le a 
Rickettsiák egy új faját a Wolbachia pipientis-t (gen. et sp. n.), amit a dalos szúnyog, Culex
pipiens, ováriumainak fénymikroszkópos metszetein figyelt meg. Hertig az új fajt mestere 
tiszteletére nevezte Wolbachiának. Kés bb még két hasonló életmódú fajt soroltak ebbe a 
genuszba (Hensly, 1994), ezek a Wolbachia persica (Nöller, 1917), amit az óvantag nev  
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kullancs fajból (Argas persicus) írtak le és a Wolbachia melophagi, amit a juhcsimbében 




3. ábra: Hertig és Wolbach 1924-es közleményének illusztrációi, Rickettsia sp. baktériumok a Culex 
pipiens oesopagus diverticulumából (4), ováriumából (5) és heréjéb l (6) (Hertig és Wolbach, 1924).  
 
 
Mivel emberi betegséget és gazdasági kárt a Wolbachia pipientis baktérium nem okozott, 
valamint tenyésztését a hagyományos agarlemez alapú technikákkal a mai napig sem tudták 
megoldani, kikerült a mikrobiológiai kutatások homlokteréb l. 
 
A Wolbachia pipientis faj érdekességére akkor derült újra fény, amikor a hetvenes évek elején 
Yen és Barr kapcsolatot talált a Wolbachia fert zés és a Culex pipiens szúnyogfaj 
szaporodásában talált sajátságok között (Yen és Barr, 1973). Ezt a jelenséget leírói - 
Ghelelovitch és Laven - citoplazmás inkompatibilitásnak (CI) nevezték el (Ghelelovitch, 1952 
és Laven, 1959). Megfigyelték, hogy laboratóriumi szúnyogtenyészetek keresztezésekor 
bizonyos törzsek nem hoztak létre utódokat, vagy csak bizonyos kombinációjú keresztezések 
bizonyultak sikeresnek. 
 
Ezzel a megfigyeléssel kezd dött el az ízeltlábúak körében megfigyelhet  szaporodási 
rendellenességek (parthenogenezis, citoplazmás inkompatibilitás, feminizáció) etiológiai 
vizsgálata, ami sok érdekességet hozott zoológiai, mikrobiológiai, genetikai és 
evolúcióbiológiai szempontból is. 
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Wolbachia  témájú tudományos publikációk száma a PubMed adatbázisában
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4. ábra: Wolbachia témájú közlemények számának gyarapodása a PubMed adatbázisa alapján.  
 
A mikrobiális taxonómiai vizsgálatok fellendítéséhez nagyban hozzájárult a Woese és 
munkatársai által a nyolcvanas években kifejlesztett riboszomális RNS szekvenciákra 
alapozott új bakteriális filogenetikai rendszertan és a molekuláris identifikációs lehet ségek 
(Woese, 1987). Ezen módszerek elterjedésével, 1992-t l, O’Neill és munkatársai cikkével 
megindult a Wolbachia témájú tudományos közlemények számának emelkedése (4. ábra). 
 
A nyolcvanas évek végét l aztán alig húsz év alatt eljutott a tudomány fejl dése odáig, hogy 
nemcsak a Wolbachia baktériumok teljes genomját (Sun és mtsai, 2001, Foster és mtsai, 2005, 
Klasson és mtsai, 2009) ismerjük, hanem már egyes nematóda (Ghedin és mtsai, 2007) és 
ízeltlábú gazdáikét (Adams és mtsai, 2000) is. Ezt a fejl dést jól reprezentálja a Wolbachia
szekvenciák számának alakulása a GenBank-ban (5. ábra).  
 
Ezek a molekuláris biológiai technikák adtak lehet séget arra, hogy a Wolbachia genusz 
rendszertanát is pontosabban megvizsgálhassák. Kiderült, hogy a Wolbachia genusz nem 
monofiletikus csoport, és az is, hogy az ízeltlábúaknál tapasztalható szaporodási 
rendellenességekért egyedül a Wolbachia pipientis faj tehet  felel ssé, míg a másik két faj 






















































5. ábra: Wolbachia DNS és fehérje szekvenciák számának gyarapodása a GenBank adatai alapján. 
1990-1996-ig csak nagyon alacsony értékeket találunk, rendre (N/F; 3/1;5/3;4/0;25/1;20/2;52/42;52/14). 
 
II. 3. A Wolbachia genusz 
 
A Wolbachia genusz rendszertana és nevezéktana Dumler összefoglaló tanulmánya óta 
rendez dött (Dumler és mtsai, 2001) (6. ábra). Ebben a dolgozatban a 16S rRNS gén 
szekvenciák filogenetikai vizsgálatával újra definiálták a Rickettsiales rend csoportjait. A 
taxonómiai problémák nehezen oldhatók meg nem tenyészthet  baktériumok esetében, mert a 
fajok leírásához és a taxonómiai revizióhoz el írásszer en megkövetelt vizsgálatok elvégzése 
lehetetlen. 
Mostani ismereteink szerint a Wolbachia pipientis faj a Proteobaktériumok alfa 2 
szubdiviziójába tartozik, közeli rokonságot mutat a Rickettsiákkal (O'Neill és mtsai., 1992, 
Williams és mtsai, 2007). A Wolbachia melophagi szintén az alfa szubdivizióba tartozik, a 
Rhizobium-Agrobacterium csoportba és azon belül a Bartonellaceae családba (Birtles és 
Molyneux, nem publikált adatok). A Wolbachia persica pedig a gamma proteobaktériumok 





6. ábra: A Rickettsiales rend revíziója Dumler szerint (Dumler és mtsai, 2001) A nyilak a Rickettsia fajok 
átsorolását mutatják, bal oldalon a Bergey’s manual 9. kiadása szerint(1994), jobb oldalon a revizió után, 
már a 16S rRNS gén alapú filogenetikai rendszerben és nevezéktannal. 
 
Mivel csak a Wolbachia pipientis okoz szaporodási elváltozásokat ízeltlábú gazdáiban, a 
továbbiakban csak ezzel a fajjal foglalkozom a dolgozatban. A Wolbachia nemzetségnevet 
szigorúan erre a fajra gondolva használjuk a továbbiakban, annál is inkább, mert ennek a 
fajnak hozták létre (Hertig, 1936). A többi faj csak citoplazmás életmódja és morfológiai 
hasonlósága miatt került ebbe a taxonba.  
 
II.3. Wolbachia pipientis 
 
A Wolbachia pipientis 0,25-1,5 μm hosszú, pleomorf pálca alakú baktérium. Általában a 
gazdasejtek citoplazmájában, vakuólumokba csomagolva, egyesével, párosával vagy 
csoportosan található. A vakuólumok feltehet en fagoszóma eredet ek. Az 
elektronmikroszkópos képen tipikus Gram negatív sejtfalszerkezetet mutat (Wright és mtsai, 
1978). 
A baktériumot Culex pipiens ovárium szövetéb l és pete sejtjeib l írták le. A baktérium 
leggyakrabban az ovárium dajkasejtjeinek citoplazmájában fordul el , de újabb vizsgálatok 
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kimutatták jelenlétüket a csíravonal sejtjeib l is (Hadfield és Axton, 1999). A baktériumok 
valószín leg a képz d  peték intenzív táplálásakor adódnak át a petesejtekbe. Örökl désük a 
pete citoplazmáján keresztül történik, ebben hasonlít a sejtorganellumok, állati szervezeteket 
tekintve a mitokondriumok ún. uniparentális örökl désére. 
 
Ezen sajátosságuk alapján a reproduktív parazita nevet adták nekik, tekintve, hogy saját 
elterjesztésükr l más fajok szaporodásának parazitálásával gondoskodnak. Leírásuk óta 
számtalan ízeltlábú fajból kimutatták, egyes becslések szerint a rovarok 16%-ában 
megtalálható (Bourtzis és Miller, 2003), a teljes ízeltlábú törzsre a becslések 15-75% között 
mozognak. 
 
II.4. Wolbachia fenotípusok 
 
Az els  olyan vizsgálatok, melyek kapcsolatba hozták az ízeltlábú gazdaállatok 
szaporodásában tapasztalt furcsa jelenséget az egyedek Wolbachia fert zöttségével, Yen és 
Barr nevéhez f z dnek (Yen és Barr, 1971). Ezt a jelenséget citoplazmatikus 
inkompatibilitásnak nevezték, és a világ minden tájáról begy jtött szúnyogfajok 
keresztezésekor tapasztalták, hogy egyes törzsek nem képeznek életképes utódokat, vagy 
jelent sen csökken a lerakott tojások életképessége, míg a reciprok keresztezések normális 
utódszámot produkáltak. 
 
Azóta több, egymástól különböz nek tartott, szaporodási jelenségr l és életmenet 
sajátosságról derült ki, hogy azt a Wolbachia pipientis baktériumok jelenléte okozza. Ezek a 
parthenogenezis, a citoplazmatikus inkompatibilitás, a feminizáció, ami egy mód az 
utódgenerációk ivararányának módosítására. Ezeket a jelenségeket a szakmai nyelv 
összefoglalóan a fert zés, vagy az illet  törzs fenotípusaként tartja számon. 
II.4.1. Citoplazmatikus inkompatibilitás (CI) 
 
A citoplazmatikus inkompatibilitást definiálhatjuk úgy, mint egy keresztezést, amelyben, 
citoplazmás faktorok hatására, nem képz dnek utódok, vagy haplodiploid fajok esetében csak 
n stény utódgeneráció jelentkezik. A citoplazmás inkompatibilitásnak két típusát 
különböztetjük meg, az egyirányú inkompatibilitást és a kétirányú inkompatibilitást 
(Shoemaker és mtsai, 1999).  
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Egyirányú inkompatibilitásról akkor beszélünk, ha keresztezve egy Wolbachia fert zött hímet 
egy nem fert zött n sténnyel, nincs utódgeneráció, míg a reciprok keresztezés, amikor nem 
fert zött hímet keresztezzük fert zött n sténnyel, teljesen normális. 
Kétirányú inkompatibilitás lép fel abban az esetben, ha két olyan egyedet keresztezünk, 
amelyek különböz  inkompatibilitási típusú Wolbachia törzseket hordoznak, és ebben az 
esetben mindkét keresztezésben elpusztul az utódgeneráció. 
Citoplazmatikus inkompatibilitást okozó Wolbachia szimbiontát hordoznak a következ  
gazdafajok: a Hypera postica orrmányosbogár, a Tribolium confusum, az amerikai 
kislisztbogár, a Culex pipiens fajkomplexum fajai, az Aedes szúnyogfajok, a Drosophila 
fajok, a cseresznyelégy, a Rhagoletis cerasi, és a sugaras fémfürkészek közé tartozó, Észak-
amerikai Nasonia fajok. 
II.4.2. Parthenogenezis (PG) 
 
A parthenogenezis az ivaros n stények öntermékenyít  szaporodását jelenti. Ebben az esetben 
a szimbionta partner ivartalan, parthenogenetikus szaporodásra kényszeríti a gazdafajokat 
(Stouthamer és mtsai., 1990). A parthenogenetikus szaporodás intenzív kutatása a század 
elejére, a húszas évekbe vezet vissza minket, ekkor fogant meg a biológiai kontroll módszerek 
ötlete és ekkor kezd dött el a használatuk a növényvédelemben. A parazita és parazitoid 
darazsakról már ekkor is tudták, hogy parthenogenetikusak, olyan alakokat kezdtek keresni, 
amik teljesen parthenogenetikusak, mert ezeket tartották a legjobban használhatónak. Ekkor 
alakult ki egy-két igen fontos fogalom. 
Az állatok szaporodása általában szorosan a haplodiploid ciklushoz kötött. A legtöbb fajban 
mindkét ivar diploid, vagyis megtermékenyített petéb l fejl dik ki. A diplodiploid fajokban a 
pete csak akkor indul fejl désnek, ha megtörtént a megtermékenyítés és helyreállt a diploid 
kromoszómaszám. Az ilyen peték tehát csak akkor válhatnak öntermékenyít vé, ha képesek a 
spermium behatolása nélkül elkezdeni az osztódást és ha valamilyen módon, mondjuk 
fúzióval, diploidizálódnak. A haplodiploid fajok szaporodása is a parthenogenezis egy 
formája, a hímek a megtermékenyítetlen haploid tojásokból fejl dnek, míg a n stények a 
megtermékenyített, diploid petékb l. Ez a rendszer, amit arrhenotókiának is neveznek, 
tulajdonképpen keveréke a szexuális és az aszexuális szaporodásnak. Tisztán 
parthenogenetikus szaporodást, amikor minden utód a megtermékenyítetlen petékb l kel ki, 
szintén találunk a haplodiploidok között. Ennek két formáját különböztetjük meg a 
deuterotókiát és a thelytókiát. Deuterotókiában mindkét nem megtermékenyítetlen tojásokból 
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kel ki, míg a thelytókia esetében minden megtermékenyítetlen petéb l n stények lesznek. A 
fejl dés elindító lépésének itt azt deformálódást tartják, amit a pete elszenved az 
ovipozíciókor, így a megtermékenyítetlen peték is fejl désnek indulnak. 
A Wolbachia baktériumok szerepére a thelytókia kialakításában akkor lettek figyelmesek, 
amikor darázs tenyészeteket ritkítás céljából magasabb h mérsékleten tartottak és ekkor 
hirtelen hím utódok jelentek meg (Flanders, 1965). A váltást okozó citoplazmatikus faktor 
természetét kutatva Stouthammer tetraciklinnel kezelte a darazsakat (Stouthammer, 1990), és 
az tapasztalta, hogy a következ  generációban a kezelési csoportban hímek jelentek meg, míg 
a kontroll csoportban nem. 
PG fenotípusú fert zést hordoznak a Trichogramma pete-fémfürkészek, a Muscidifurax 




A hímek és a n stények közötti szexuális különbségek átörökítéséért az állatok nagy részében 
a kromoszómális szex faktorok felel sek. Ezek általában az ún. szexkromoszómákon 
találhatók. A genetikai szexdetermináció érdekes módon mégsem teljesen meghatározó az 
ízeltlábúak körében. Heterogamétás szexr l beszélünk, ha az egyik nem heterozigóta 
formában hordozza a szexfaktorokat. Ha a hím ivar a heterogamétás, heterozigóta, akkor a 
hímek ivari kromoszómakészletét X/Y-nal a n stényekét X/X-el jelöljük. A n stény 
heterogamétás ivar esetében a Z/Z jelölést alkalmazzuk a hímekre és a W/Z-et a n stényekre. 
A heterogamétás ivarmeghatározás talán a legáltalánosabban elterjedt, és szinte mindig együtt 
jár az anizogámiával. Anizogámiában általában a hím egyedek kis gamétákat képeznek, amik 
nagyon kevés citoplazmát tartalmaznak. Míg a n stények nagy, sok citoplazmát tartalmazó 
petéket képeznek és az organellumok átadását is k biztosítják. Vagyis a citoplazmatikus 
faktorok, citoplazmás genomi elemek, maternális örökl dést mutatnak. 
A mendeli örökl dést követ  kromoszomális szex faktorok esetén a szex arány 
kiegyensúlyozott, 1/2 a hím és 1/2 a n stény egyedek képz désének valószín sége. Bizonyos 
fajokban mégis nagy a környezeti faktorok befolyásoló hatása a szexdeterminációra, ilyenek 
például a hüll k, egyes halak és a rákok. A szexedterminációt befolyásolhatják olyan 
örökl d  obligált citoplazmatikus mikroorganizmusok is, melyeknek az anizogámia miatt 
érdekükben áll a gazdáik ivararányát számukra kedvez en módosítani (O’Neill és mtsai, 
1997; Maynard-Smith és Szathmáry 1997). Ezek az él lények, ilyen a Wolbachia is, a 
n stények számát fogják növelni, azért mert vertikális terjedésük csak a pete citoplazmán 
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keresztül biztosított. Az ilyen organizmusok számára a hím egyedbe kerülés evolúciós 
értelemben zsákutcát jelent, hiszen továbbadódni nem tudnak, és a gazda pusztulásával k is 
elvesznek. 
Erre az esetre jó példát adnak a szárazföldi izopódák, az ászkák. Az ászkákban a Wolbachia
fert zés f  következménye a feminizáció, a szimbionta a gazda anyagcseréjét megváltoztatva 
a genetikai hímeket morfológiai és funkcionális n stényekké változtatja (Rousset és mtsai, 
1992). A helyzet egyik extrém állapotát az a megfigyelés jelentheti, hogy az Armadillidium 
vulgare szabadföldi populációiban minden eddig talált fert zött n stény genetikailag hím volt, 
tehát a Z/Z ivari kromoszóma szerelvényt hordozta (Martin, személyes közlés). További 
feminizáló Wolbachia fert zéseket találhatunk vízi és szárazföldi ászkák esetében (Bouchon 
és mtsai, 1998). 
II.5. A Wolbachia törzsek filogenetikája 
 
A Wolbachia szimbionták taxonómiájának finomabb vizsgálatához az els  lehet séget O'Neill 
és munkatársai adták, akik ismerten Wolbachia hordozó szúnyog és Drosophila törzsek 
szimbionta partnereit vizsgálták (O'Neill és mtsai, 1992, 1997). A baktériumok 16S rRNS 
génjét amplifikálták, a termékeket szekvenálták, majd a kapott szekvenciákat analizálták. A 
16S rDNS szekvenciákat illesztették, majd a gén V1 és V6 variábilis régiójában olyan, minden 
szekvenciában megegyez  szakaszokat kerestek, amik fajspecifikus PCR primerek tervezését 
tették lehet vé. Az így kialakított primerpár használatával lehet ség nyílt arra, hogy a 
Wolbachia baktériumok jelenlétét egy gyors és viszonylag olcsó módszerrel tesztelhessük.  
A specifikus 16S szekvenciák alapján felállított törzsfán a Wolbachia szimbionták két 
különálló csoportban helyezkedtek el, ezeket elnevezték Wolbachia A és Wolbachia B ágnak. 
Az ízeltlábúakban található két ág mintegy 50 millió éve válhatott el egymástól. A Wolbachia 
szimbionták és a gazdaállatok filogéniáját összevetve levonható volt az a következtetés, hogy 
nem követi egymást a két mintázat. Tehát nincs koevolúció a gazda és a baktérium partner 
között. Az együttes fejl dés hiánya felhívta a figyelmet arra, hogy lehetséges a fert zés 
horizontális terjedése is. A horizontális terjedés lehet ségét szemléltették (Grenier és mtsai, 
1998), amikor mikroinjekciós technikával egyik fert zött Trichogramma faj szimbiontáját egy 
másik nem fert zött faj bábjába oltották és a fert zés stabilan megmaradt az új vonalban. 
A filáriázist okozó nematódák esetében a Wolbachia szimbionták a C és D f csoportba 
tartoznak, ezek a szimbionták mutualista partnerei a férgeknek és a hosszútávú koevolúciós 
kapcsolat miatt a partnerek leszármazási mintázata megegyezik. 
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A molekuláris taxonómiai módszerek fejl désével egyre több Wolbachia hordozó fajt 
ismertünk meg és az el került szimbonták is újabb f csoportokat hoztak létre. A legújabb 
áttekintés szerint a f csoportok A-K ig szerepelnek, kivéve a G f csoportot, aminek a létezése 
vitatott (Ros és mtsai, 2009). Egyes f csoportok csak egyes törzsekkel vagy kevés gazdafajjal 
képviseltetik magukat, a legtöbb szimbionta az A és B f csoportba tartozik. 
 
 
7. ábra: Wolbachia f csoportok filogenetikai kapcsolata MLST adatok alapján, ML (Ros és mtsai, 2009). 
 
 
Az ízeltlábú és a nematoda törzseken belül megfigyelhet  Wolbachia szimbiontákat a 3. 
táblázatban szerepl  f csoportokba sorolhatjuk (Ros és mtsai, 2009) és az egyes f csoportok 
leszármazási viszonyai a törzsfán láthatók (7. ábra). A gazdaszervezetek f bb csoportjaiban 
(rendek) megtalálható szimbionta típusokat a 3. táblázat foglalja össze.  
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 Taxon  Csoport F csoport(ok)
Törzs  Arthropoda  Ízelt lábúak  
    Altörzs  Chelicerata  Csáprágósok  
      Osztály  Arachnida  Pókszabásúak  
           Rendª  Acarinab Atkák  B,K  
  Araneae  Pókok  A,B,(G)d  
  Pseudoscorpionida  Álskorpiók  ?c  
  Scorpiones  Skorpiók  F  
Törzs  Crustaceae  Rákok  
      Osztály  Ostracoda  Kagylósrákok  
            Rend  Podocopida   A,B  
      Osztály  Malacostraca  Fels bbrend  rákok  
            Rend  Amphipoda  Felemáslábú rákok  B  
  Isopoda  Ászkarákok  B  
    Atörzs  Hexapoda  Hatlábúak  
      Osztály  Entognatha  srovarok  
            Rend  Collembola  Ugróvillások  B,E  
      Osztály  Insecta  Rovarok  
            Rend  Blattodea  Csótányalkatúak  F  
  Coleoptera  Bogarak  A,B,F  
  Dermaptera  Fülbemászók  ?  
  Diptera  Kétszárnyúak  A,B,F  
  Hemiptera  Félfedeles szárnyúak  A,B,F  
  Hymenoptera  Hártyásszárnyúak  A,B  
  Isoptera  Termeszek  A,B,F,H  
  Lepidoptera  Lepkék  A,B  
  Mecoptera  Cs rös rovarok  ?  
  Neuroptera  Igazi recészsárnyúak  F,?  
  Odonata  Szitaköt k  B  
  Orthoptera  Egyenesszárnyúszer ek  B,F  
  Phthiraptera  Tet alkatúak  F  
  Psocoptera  Fatet -alkatúak  A,B  
  Siphonaptera  Bolhák  I  
  Thysanoptera  Tripszek  B,F  
 Thysanura  Sertefarkúak  B  
    Altörzs  Nematoda  Fonálférgek  
      Osztály  Secernentea  Érzékpálcásak  
            Rend  Spirurida   C,D,F,J  
  Strongylida   ?  
 a Csak az ismerten Wolbachia  fert zött rendeket tüntetjük fel  
 b Oribatida, Prostigmata, Mesostigmata.  
 c ?, Wolbachia fert zött, de a f csoport nincs meghatározva  
 d A G f csoport léte vitatott
A különböz  Wolbachia  f csoportok taxonómiai elterjedése 
 
3. táblázat: Wolbachia f csoportok az ízeltlábú és a nematóda rendek között (Ros és mtsai, 2009) 
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II.6. Wolbachia szimbionták Nematódákban 
 
A filáriázist okozó nematódákat vizsgálva Bill Kozek (Kozek és Maroquine, 1977, Figueroa 
és mtsai, 1977) fedezte fel az Onchocerca volvulus elektronmikroszkópos metszetein, hogy a 
nematóda ivarsejtjeiben kicsiny, pleomorf pálca alakú, citoplazmás baktériumok találhatók. 
Ezeket a baktériumokat kés bb, molekuláris módszerekkel Wolbachia-nak azonosították és 
kiderült, hogy férgek mutualista endoszimbiontái (Bandi, 1999a, Taylor és mtsai, 1999). 
A filáriázist okozó nematódákat ízeltlábú vektorok terjesztik és világszerte komoly emberi és 
állati megbetegedéseket okoznak (4. és 5. táblázat), melyek egészségügyi és gazdasági 
jelent sége hatalmas.A mutualista szimbiontát célozva lehet ség nyílik ezen megbetegedések 
kontrollálására. A tetraciklin antibiotikum kezeléssel kiegészített féregirtó módszerekkel 
sokkal eredményesebben kezelhet k ezek a megbetegedések (Bandi és mtsai, 1999; Bandi és 
mtsai, 2001, Hoerauf és mtsai, 2000, 2001, Langworthy és mtsai, 2000, Taylor, 1999, 2001) 
Filaria Köztigazda Betegség Földrajzi elterjedés Betegek száma Terápia
Wuchereria bancrofti n stény szúnyog
(Anopheles, Aedes és Culex 
fajok)
wuchereriasis, elefántkór Trópusi és szubtrópusi
területek, endemikus 
Közép-Afrikában
2000-300 millió ember Mebendozol, 
Diethylcarbamazin
Brugia malayi n stény szúnyog
(Anopheles, Aedes és Culex 
fajok)
wuchereriasis, elefántkór Malajzia, India, Kína, 
Thaiföld, Vietnám, Japán
2000-300 millió ember Mebendozol, 
Diethylcarbamazin
Loa loa, szemféreg légy (Chrysops fajok) loiasis, szemférgesség trópusi Közép és 
Nyugat Afrika, 11 ország
12-13 millió ember Diethylcarbamazin
Oncocerca volvulus légy (Simulium fajok) oncocerciasis Afrika, Közép-Amerika 18 millió, 300000 vak Invermectin
Dracunculus medinensis evez lábú rákok (Cyclops spp) dracunculiasis, medinai 
férgesség
Afrika trópusi területei, 
Közép-Kelet, India
eradikáció folyamatban féreg eltávolítása
Vérben és szövetekben el forduló nematodák és az általuk okozott betegségek
 
4. táblázat: Nematóda fajok okozta humán betegségek elterjedése, terápiája és vektorai (Murray, 2005). 
 
Faj Gazda Elterjedés Vektor
Onchocerca volvulus  Emberek Sub-szaharai Afrika, Dél- és Közép 
amerika, Yemen
Simulium  fajok. (Diptera: Simuliidae)  
Brugia malayi  Emberek, majmok, 
ragadozók
Indiai szubkontinens, Délkelet-Ázsia Mansonia szúnyogok és Anopheline szúnyogok  
(Diptera: Culicidae)  
Brugia timori  Emberek Kis Szunda-szigetek, Timor, Indonéziai 
félsziget
Anopeheles barbirostris  (Diptera: Culicidae)  
Wuchereria bancrofti  Emberek Trópusi Ázsia, Afrika, Csendes-óceáni 
térség, Amerika
Culicine szúnyogok és Anopheline szúnyogok
(Diptera: Culicidae)   
Loa loa  Emberek, 
cerkófmajmok
Dél-Afrika Chrysops  fajok (Diptera: Tabanidae)  
Mansonella streptocerca  Emberek, 
emberszabásúak
Dél-Afrika Culicoides graham i (Diptera: Ceratopogonidae)  
Mansonella perstans  Emberek, 
emberszabásúak
Trópusi-Afrika, Dél-Amerika Culicoides grahami, C. austeni  (Diptera:  Ceratopogonidae)  
Mansonella ozzardi  Emberek Dél és Közép Amerika Simulium  fajok(Diptera: Simuliidae),  
Culicoides  fajok (Diptera: Ceratopogonidae)  
Dirofilaria immitis  kutyafélék, 
macskafélék
Trópusok, Szubtrópusok, Mérsékelt égöv Culicine szúnyogok és Anopheline szúnyogok
Dirofilaria repens  kutyafélék, 
macskafélék
Afrika, Európa, Ázsia Culicine szúnyogok és Anopheline szúnyogok
Litomosoides carinii  rágcsálók Dél- Amerika Ornithonyssus bacoti  ( Mesostigmata: Macronyssidae)  
Litomosoides sigmodontis  rágcsálók Dél-kelet Észak-Amerika Ornithonyssus bacoti  (Mesostigmata: Macronyssidae)  
Az Onchocercidae család egyes emberi és állati megbetegedéseket okozó fajai  
 
5. táblázat: Állategészségügyi és emberi vonatkozású nematóda fajok vektorai és elterjedése (Morales-
Hojas, 2009 alapján). 
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III. CÉLKIT ZÉSEK 
 
Az ELTE-TTK Mikrobiológiai Tanszékén a kezdetek óta folynak vizsgálatok az állat-
mikróba kölcsönhatások, bakteriális szimbiózisok témakörben. Az eddigi kutatások feltárták 
egyes talajlakó gerinctelenek bélbaktériumainak diverzitását valamint a köztük fennálló 
táplálkozási szimbiózis bizonyos vonatkozásait. Klasszikus mikrobiológiai, tenyésztéses 
módszerekkel Márialigeti és munkatársai kezdték el a vizsgálatot (Márialigeti, 1985), majd 
Oravecz és munkatársai DNS alapú, molekuláris taxonómia módszereket vezettek be a 
prokarióta bélmikrobióta vizsgálatára (Oravecz és mtsai, 2002). Ezekkel a molekuláris 
biológiai módszerekkel lehet vé vált a nem tenyészthet  bakteriális szimbionták vizsgálata is. 
Így lett doktori munkám és dolgozatom f  célja a Wolbachia szimbiózisok megismerése és 
vizsgálata. A Wolbachia baktériumok klasszikus tenyésztéses mikrobiológiai módszerekkel 
nem vizsgálhatók, így kutatásainkban molekuláris mikrobiológiai, molekuláris taxonómiai 
módszereket használtunk fel a szimbionták jellemzésére.  
A Wolbachia szimbiózisok a ízeltlábúakban f ként a gazdaszervezetek szaporodását 
befolyásolják. Ezért a szexuális szimbiotikus kapcsoltok közelebbi megismerése lehet séget 
nyújt arra, hogy megismerjük miképpen hat a baktérium partner a gazdák szaporodására, 
ivararányára és ezeken keresztül azok elterjedésére és abundanciájára. Az így eltanult 
trükköket felhasználhatjuk a kártev  és betegségokozó ízeltlábúak ellen, biológiai védekezési 
módszerek kifejlesztésére. 
Az ízeltlábúakban található Wolbachia baktériumokat szexuális vagy szaporodási parazitának 
tekintjük, míg a fonálférgekben él  Wolbachiák mutualista szimbiózist alkotnak gazdáikkal. 
 
Vizsgálataink f  célja Wolbachia pipientis szimbionták kimutatása és jellemzése molekuláris 
taxonómia módszerekkel. Az elvégzett vizsgálatokat a gazdaszervezetek és a szimbiotikus 
kölcsönhatások típusai szerint is két csoportba oszthatjuk: 
 
1. Wolbachia szaporodási parazitákat kerestünk a lomberdeink talajlakó gerinctelen 
makrofaunájának gyakori fajaiban (Isopoda, Diplopoda). Ezek körében ismert jelenség 
a parthenogenezis, ezért megvizsgáltuk, hogy állhat-e Wolbachia fert zés ezen 
jelenségek mögött.  
2. A mutualista szimbionta Wolbachiát egy olyan, filáriázist okozó nematoda faj 
esetében vizsgáltuk, ami kutyák szemférgességét okozza. Ezt a megbetegedést a 
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közelmúltban el ször Észak-Amerikában ismerték fel, azóta hazai és más európai 
esetek is el kerültek (Gardiner és mtsai, 1993). A f  kérdés az volt, döntsük el, hogy 
ezt az újonnan megjelent betegséget egy új nematoda faj okozza vagy egy ismert faj 
jelent meg új gazdaszervezeten, új területen. Vizsgálatainkban molekuláris taxonómiai 
módszerekkel jellemeztük a nematoda Wolbachia baktériumot és a mutualista 
szimbionta partnerek koevolúcióját kihasználva el segítettük a megbetegedést okozó 




IV. ANYAG ÉS MÓDSZER 
 
A Wolbachia pipientis baktériumok obligát, intracelluláris szimbiontái az ízeltlábúaknak és a 
nematodáknak. Ez azt jelenti, hogy nem lehet ket a gazdaszervezeten kívül, egyszer  
mikrobiológiai táptalajokon növeszteni, fenntartani. Wolbachia törzsek fenntartására és 
vizsgálatára két lehet ség mutatkozik. Az egyik az él  állatban, gazdatenyészetben való 
fenntartás, amit például a Drosophila fajok esetében alkalmaznak (Bourtzis és mtsai, 1996). A 
másik lehet ség pedig az eukarióta, gazda eredet  szövettenyészetben való fenntartás (O’Neill 
és mtsai, 1997). Ezek egyrészt id igényes, másrészt nagyon költséges módszerek doktori 
munkám kezdetén nem voltak megvalósíthatók a Mikrobiológiai Tanszéken. 
 
A Wolbachia szimbionták vizsgálatához egy gyors és egyértelm  választ adó vizsgálati 
módszert, a kiválasztott marker gének specifikus PCR termékeinek direkt szekvenálását 
választottuk (O’Connor és mtsai, 1991, O’Neill és mtsai, 1992, Zhou és mtsai, 1998, Brown, 
2001, 2002). 
 
Ennek a módszernek az el nyei a következ k: 
 
 Viszonylag gyors és egyszer en kivitelezhet  diagnosztikai módszer 
 
 Egyszerre több minta vizsgálható, több szempontból különböz  oligonukleotid 
primerek felhasználásával. 
 
 A DNS szekvencia egyértelm  azonosítást tesz lehet vé és filogenetikai vizsgálatokra 
is felhasználható valamint hosszútávon is összehasonlítható eredményeket ad 
 
IV.1. Wolbachia vizsgálatok ízeltlábúakban 
IV.1.1. Vizsgálati minták 
 
Az elvégzend  vizsgálatokhoz szükséges állatokat különböz  helyeken gy jtöttük. Az 
ászkákat és az ezerlábúakat élve fogtuk be egyeléssel, kézi szívó gy jt  készülékkel valamint 
avarrosta segítségével. A gy jtés 1999 szén történt több alkalommal a Tatabánya és Szárliget 
 23
közötti Csákányos és Birkacsárda nev  helyeket keresztülszel  Csákány patak völgyében. A 
mintavétel helyének földrajzi koordinátái északi szélesség 47 30' és keleti hosszúság 18 28'. 
A szigetközi mintavétel Dunasziget közelében történt, ártéri puha és keményfás 
ligeterd kben. Ezen a területen csak ászkákat gy jtöttünk. A mintavétel helyének földrajzi 
koordinátái északi szélesség 47 57' és keleti hosszúság 17 21'. A két mintavételi hely 
távolsága légvonalban 97,2 km ez látható a 8. ábrán. Mivel a talajlakó gerinctelenek nem túl 




8. ábra: A kísérleteinkez felhasznált állatok gy jtési területe, Dunasziget és Tatabánya mellett, GPS 
koordinátákkal. 
A vizsgálatokhoz hazai, gyakori ászkafajok hím és n stény egyedeit használtuk, ezeket az 6. 
táblázat mutatja. 
Vizsgált ászka fajok Rendszertani helyzetük Gy jtés helye Egyedszám 
/db/
Hím /db/ N stény /db/
Cylisticus convexus Oniscidea: Cylisticidae Tatabánya 5 0 5
Porcellio dilatatus Oniscidea: Porcellionidae Tatabánya 1 0 1
Porcellio scaber Oniscidea: Porcellionidae Tatabánya 7 1 6
Protracheoniscus  amoenus Oniscidea: Trachelipodidae Tatabánya 7 1 6
Trachelipus ratzeburgi Oniscidea: Trachelipodidae Tatabánya 5 1 4
Armadillidium vulgare Oniscidea: Armadillidiidae Dunasziget 6 1 5
Hyloniscus riparius Oniscidea: Trichoniscidae Dunasziget 2 1 1
Trachelipus rathkei Oniscidea: Trachelipodidae Dunasziget 6 1 5
Trachelipus ratzeburgi Oniscidea: Trachelipodidae Dunasziget 6 1 5
Vizsgált ászkák tulajdonságai
 




A vizsgálatokban 4 diplopoda faj 41 egyedét vizsgáltuk. Ezek Glomeris hexasticha (Brandt, 
1833), (4 n stény/3 hím); Cylindroiulus boleti (C.L. Koch, 1847) (11 n stény/6 hím); Unciger
foetidus (C.L.Koch, 1838) (4 n stény/2 hím), Polydesmus complanatus (Linnaeus, 1761) (8 
n stény/3 hím). 
IV. 1.2. Minták tárolása 
 
A begy jtés után a mintákat egyesével, külön tiszta PP Eppendorf cs be tettük, majd 96%-os 
alkoholban konzerváltuk. Az alkoholos konzerválás nagyobb mennyiség  minta ömlesztett 
tárolása esetén sem jelent keresztfert z dési lehet séget az endoszimbionta Wolbachia 
estében (Duplouy és mtsai, 2009). Az alkoholos tárolás mellett az acetonos konzerválás is jó 
megoldás (Fukatsu, 1999) lehet, nagyon jó min ség  genomi DNS izolálható hosszabb 
tárolási id  után is az így tárolt mintákból. A tartósított mintákat felhasználásig fagyasztva  
(-20°C vagy -80°C) tároltuk. 
IV.1.3. Minták identifikációja 
 
Az ászkák faji hovatartozását a taxon hazai specialistája, Hornung Erzsébet segítségével 
azonosítottuk. A Diplopodákat a taxon hazai specialistája Dr. Korsós Zoltán azonosította. 
 
IV.2 Nematoda Wolbachia vizsgálatok 
 
Magyarországon el ször 2000. áprilisában találtak egy olyan 7 éves korcs kutya, melynek 
mindkét szemén a köt hártya alatt bab méret  vöröses szürke csomó volt látható (Széll és 
mtsai, 2001a,b). A csomók Onchocerca sp. nematoda férgeket tartalmaztak. Ez meglep  lelet 
volt, hiszen a kutya egész életét Magyarországon töltötte, a kutya nem szokványos gazdája az 
általában szarvasmarhán él sköd  Onchocerca lienalisnak és a szemkörnyéki szöveti lokáció 
a humán parazita Onchocerca volvulusra jellemz , aminek nem írták még le európai 
el fordulását. Az újdonságnak számító nematodát rögtön vizsgálni kezdték, fény és 
elektronmikroszkópos módszerekkel. Munkacsoportunk akkor kapcsolódott be a 
vizsgálatokba, amikor a kérdéses nematoda molekuláris taxonómiáját kezdték vizsgálni 
(Egyed és mtsai, 2001). A filáriázist okozó nematodák Wolbachia szimbiontájának vizsgálata 
remekül kiegészítette a már folyó vizsgálatokat. 
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IV.2.1. Filáriázist okozó Nematoda minták 
 
A kutyák szemférgességér l a helyi állatorvosoktól értesültünk. A vizsgálatunkban felhasznált 
minták három kutyától származnak (7. táblázat). A kutyák ugyanarról a területr l valók, mint 
az els  esetek, ez Sz dliget és környéke. Ez az endémiás terület a Duna partján helyezkedik 
el, több kisebb patak is található itt, ami kedvez  élettere az Onchocerca nematodák köztes 
gazdáinak a Simulium púposszúnyogoknak és a Culicoides törpeszúnyogoknak.  
kutya 1 kutya 2 kutya 3
Fajta fehér puli korcs korcs
Kor (év) 4 6
Nem n stény hím hím
Küls  elváltozások akut köt hártyagyulladás,
dagadt jobb szem, kifejlett n stény 
féreg a membrana nicticans mögött
bab méret  szürkés-fehér 
massza a köt hártyán és a 
bal szem küls  sarkán
borsóméret  csomó az 
inhártyán a bal szem bels  
sarkában
Mikrofiláriák a b rben
(N/gramm) 200 285 65
Excizió -
cseresznye méret  csomó, 
kifejlett férgek eltávolítása





7. táblázat: A nematóda parazitált kutyák adatai, megfigyelt tünetei. 
 
Az infiltrált szöveteket m téti úton távolították el, összegy jtve a szövetdarabokat és a 
szabadon álló nematodák darabjait a környez  szövetekb l. A mintákat megosztottuk, felét 
mikroszkópos, felét DNS alapú vizsgálatokra szántuk. A DNS vizsgálatokhoz a 
szövetmintákat 90%-os etanolban tartósítottuk.  
IV.2.2 Elektronmikroszkópos vizsgálatok 
 
A elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz a szöveteket 0,2% glutáraldehidet és 4% 
paraformaldehidet tartalmazó 0,1M Millonig foszfát pufferben (pH 7,4) fixáltuk 24 órán át. A 
fixált mintát 24 óráig mostuk szaccharóz pufferban, majd utófixáltuk 1% ozmium teroxidot 
tartalmazó Millonig pufferban 6 órára. Vízmentesítés után Durcupan-ba ágyaztuk és egy 
Reichert ultra-mikrotómon metszettük üveg késsel. A metszeteket uranil-acetátban és ólom-
citrátban kontrasztosítottuk. A preparátumokat JEOL JEM-100S (JEOL, Peabody, MA) TEM 




IV.3. Molekuláris biológiai vizsgálatok 
 
A molekuláris biológiai vizsgálatokat az ízeltlábúakon és a nematodákon az alábbi sémák 
szerint végeztük (9A. és 9B. ábra). 
 Bakteriális  16S rR NS gén 
 PC R amplifi ká lása   
63f-138 7r prime rekkel 
DN S sz ekvená lá s  
Sange r módsz erre l 
Wolbachia specifikus PCR 
76 f-1012r primerekke l 
852  bp fragmentumo k 
 filogene tikai a nalízise  
Totál DNS iz olálás , ami tartalmaz za a ga zda és   
a p roka rióta  szimbionták D NS-é t is  





9A. ábra: Az Isopodák és Diplopodák Wolbachia szimbiontáinak kimutatásásra végzett vizsgálatok 
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Ismeretlen Onchocerca sp. fert zött kutyák 
szemkörnyéki elváltozásokkal  
(1: négyéves n stény, fehér puli, 2: hatéves hím korcs 
kutya, 3: hétéves hím korcs kutya)
Infiltrált képletek és az elérhet  
adult férgek operatív eltávolítása 
Fixáció és el készítés fény 
és elektronmikroszkópos 
vizsgálathoz 
 Bakteriális 16S rRNS gén 
PCR amplifikálása 63f-
1387r primerekkel 
Nematódák mtCOI génje és







DNS szekvenálás  
Sanger módszerrel 
 
Wolbachia specifikus PCR 
76f-1012r primerekkel 
 
DNS szekvencia analízis, 
Filogenetikai elemzés 
DNS szekvenálás,  
852 bp fragmentumok 
filogenetikai analízise 
Totál DNS izolálás a fert zött szövetb l, ami tartalmazza a 
gazda, a Nematodák és a prokarióta szimbionták DNS-ét is  
Morfológiai és DNS adatok filogenetikai információjának összevetése 
 
 
9B. ábra: A nematódákkal és szimbiontáikkal végzett vizsgálatok sematikus rajza 
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IV.3.1. DNS izolálás 
 
A mintákból teljes genomi DNS-t izoláltunk a Rainey által leírt módszerekkel (Rainey, 1996). 
Ezt a módszert sikerrel alkalmaztuk baktérium törzsek és közösségi bakteriális minták 
esetében is (Oravecz és mtsai., 2002). 
IV.3.1.1. Felhasznált anyagok 
 
Izoláló puffer /STE/ : 10mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA  
Proteináz K oldat /PK/: 15 mg/ml: liofilizált Proteináz K, "Proteinase K aus Pilzen", Merck, 
felodva egy megfelel  PK pufferben, aminek az összetétele:  10mM Tris-HCl pH 7,2 és 
1mM Ca-acetát 
Nátrium dodecil szulfát /SDS/: 25 %-os oldatában 
Fenol, molekuláris biológiai tisztaságú, Tris ekvilibriált 
Kloroform, HPLC tisztaságú 
Prep-A-Gene DNA Purification Matrix, ami egy szilikát alapú DNS tisztító mátrix a BioRad-
tól. 
Prep-A-Gene Binding Buffer. A köt  puffer összetétele: 6M nátrium perklorát, 50mM Tris-
HCl, pH 8 és 10mM EDTA pH 8 
Prep-A-Gene Wash Buffer. A mosó puffer összetétele: 400 mM NaCl, 20mM Tris pH 7,5 és 
2mM EDTA pH 7,5 elegyítve 50 % alkohollal. 
Steril HPLC tisztaságú víz 
IV.3.1.2. A DNS izolálás menete 
 
A fajra és nemre meghatározott állatokat egyenként új Eppendorf csövekbe helyeztük ket. Itt 
70 %-os alkoholban mostuk 10 percig, majd az alkoholt Pasteur pipettával leszívtuk és a 
csöveket vákuumcentrifugába téve leszárítottuk az állatokról a vegyszer-maradványokat.  
Az el készített állatokat el h tött, száraz, steril dörzsmozsarakban folyékony nitrogén alatt 
eldörzsöltük. A porrátört maradványokat steril spatulák segítségével a mintának megfelel en 
feliratozott, új, steril eppendorf csövekbe kapartuk át még fagyott állapotban. 
Nematodák esetében a kimetszett kutya szövetmintát és a nematodák darabjait szintén 
folyékony nitrogénben eldörzsöltük. 
Ezután minden egyes mintához 300 μl STE-t adtunk úgy, hogy azzal egyúttal a 
dörzsmozsárban maradt maradványokat is bemostuk a csövekbe /3*100μl/. Hozzáadtunk 
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ezután mintánként rendre 20 μl PK oldatot és 40 μl SDS-t. Majd a csöveket vortexelés után 
60 C -os vízfürd ben tartottuk 60 percig. 
A következ  lépésben 400 μl fenolt adtunk a lizátumhoz, majd h thet  centrifugában (Jouan 
GR 2022 centrifugán, AG 2.20 típusú szögrotorral) centrifugáltuk 14000 rpm-mel, 0 C -on, 
10 percig. 
A felülúszó vizes fázist óvatosan leszívtuk és új csövekbe mértük át, majd hozzáadtunk 400 
μl kloroformot, vortexeltük és újra centrifugáltuk a fenti programmal. 
A fels  vizes fázisból 300 μl-t új 1,5 ml-es mikrocentrifuga csövekbe pipettáztuk át, majd ezt 
a mintát a Prep-A-Gene készlettel tisztítottuk. 
IV.3.1.3. Az izolált DNS tisztítása 
 
A 300 μl-nyi izolátumhoz 1000 μl köt  puffert adtunk, majd az oldatot a cs  forgatásával 
homogenizáltuk. Hozzáadtunk a rendszerhez mintánként 10 μl mátrixot, forgatással jól 
elkevertük, majd szobah mérsékleten állni hagytuk 30 percig. Ez alatt az id  alatt a mátrix az 
oldatban uralkodó nagy ioner sség miatt megkötötte a 0,2-50 kbp mérettartományba es  DNS 
fragmentumokat. 
A mátrixot ez után centrifugálással ülepítettük, 14000 rpm-mel 1,5 percig.  A tisztításhoz 
Centurion 90 mm-es rotorú asztali centrifugát használtunk. A felülúszót ezután óvatosan 
leöntöttük a mátrixról. 
A mátrixhoz most 500 μl köt  puffert adtunk, teljesen felvortexeltük és újra centrifugáltuk 
14000 rpm-mel 1,5 percig, majd a felülúszót ismételten leöntöttük. 
A leülepedett mátrixhoz ekkor hozzáadtunk 750 μl mosó puffert, vortexeltük, centrifugáltuk 
14000 rpm-mel 1,5 percig, leöntöttük a felülúszót. 
Ezt a lépést megismételtük. A mátrixhoz hozzáadtunk 750 μl mosó puffert, vortexeltük, 
centrifugáltuk 14000 rpm-mel 1,5 percig, leöntöttük a felülúszót. 
Ez után a mátrixot újra centrifugáltuk 14000 rpm-mel 1,5 percig, majd a maradék puffert ( kb 
50-60 μl-t) vékony pipettahegyet használva leszívtuk, vigyázva, hogy a mátrixhoz ne érjünk, 
ne keverjük fel. 
A csövekhez 50 μl steril bidesztvizet adtunk, ezzel eluáltuk a DNS-t, úgy, hogy 37 C -os 
vízfürd ben állni hagytuk 30 percig. 
Az elúció után a mintákat lecentrifugáltuk, hogy a mátrixtól teljesen elválaszthassuk, 14000 
rpm-mel, 3 percig centrifugálva. A felülúszóból 45 μl-t mértünk át, új steril eppendorf 
csövekbe. A mintákat felhasználásig +4 C -on h t szekrényben tartottuk. 
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IV.3.1.4. PCR reakció 
 
A PCR polimeráz láncreakcióhoz a szükséges primereket és eredetüket az 8. táblázatban 
foglaltuk össze. Az alkalmazott PCR lépéseket és primer kombinációkat a vizsgálatok 
folyamatábráiban foglaltuk össze (9A és 9B ábra). 
 
 Célgén  Primerek neve,  szekvenciája 5'-3' Közölve Olvadási h mérséklet Hossza
Tm (C°)
16S rRNS  gén univ 63f:          5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3' Rainey et al., 1996 54 21
1387r:      5'-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3' Rainey et al., 1996 55 18
16S  Wolbachia spec. 76f:          5'-TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT-3' O’Neill et al., 1992 52 23
1012r:      5'-GAATAGGTATGATTTTCATGT-3' O’Neill et al., 1992 45 21
16S rRNS  gén univ 27f:          5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' Rainey et al., 1996 51 19
1525r:      5'-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3' Rainey et al., 1996 54 20
16S rRNS  szekvenáló 531r:        5'-G(T/A)ATTACCGCGGC(T/G)GCTG-3' Rainey et al., 1996 53 18
357f:        5'-TACGGGAGGCAGCAG-3' Rainey et al., 1996 47 15
803f:        5'-ATTAGATACCCTGGTAG-3' Rainey et al., 1996 42 17
1114f:      5'-GCAACGAGCGCAACCC-3' Rainey et al., 1996 51 16
 COI gén COIintF:   5'-TGATTGGTGGTTTTGGTAA-3' Casiraghi et al. (2001)  45 19
COIintR:   5'-ATAAGTACGAGTATCAATATC-3'  45 21
 wsp  gén WSPintF: 5'-TAGYTACTACATTCGCTTGCA-3'  Bazzocchi et al. (2000)  49 21
WSPintR: 5'-CCAAYAGTGCYATAAAGAAC-3'  46 20
ftsZ  gén ftsZUNIF:  5'-GGYAARGGTGCRGCAGAAGA-3'  Casiraghi et al. (2001)  52 20
ftsZUNIR:  5'-ATCRATRCCAGTTGCAAG-3'  43 18
 A felhasznált PCR primerek
 
8. táblázat: A molekuláris taxonómiai vizsgálatokhoz felhasznált PCR primerek eredete és tulajdonságai 
 
IV.3.1.5. PCR reakciók kivitelezése 
 
A PCR reakcióhoz szükséges anyagok reagensek és oldatok a következ k voltak: 
10x Taq polimeráz reakció puffer MgCl2-dal (Geron), ennek összetétele 100 mM Tris-HCl, 
pH 8,8; 500 mM NaCl; 16 mM MgCl2 és 0,5 % Nonidet P-40 
dNTP keverék, amely mind a négy nukleotidot tartalmazta, 1 mM-os koncentrációban volt 
benne dATP, dCTP, dGTP, dTTP, (Geron) 
steril HPLC min ség  víz 
Taq polimeráz enzim 5 Unit/μl koncentrációban (Geron) 
Primerek: Minden forward és reverz primerb l 0,5 μg/μl koncentrációjú munkaoldatot 
készítettünk. 
A reagenseket a 9. táblázatban található recept szerint mértük össze: 
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Reagensek Térfogat [ L]
MQ-H2O 28 L
10X PCR puffer 5 L
MgCl2 (25 mM) 4 L
dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP mind 10 L
Primer 1 (forward) (0,03 mM) 0,5 L
Primer 2 (reverse) (0,03 mM) 0,5 L
Taq polimeráz enzim (1 U/ L) 1 L
Genomi DNS templát 1 L
Végtérfogat 50 L
PCR reakció összemérése egy mintára
  
9. táblázat: PCR reakciók összemérésének általános receptje, 50 L reakciótérfogathoz 
 
Els  PCR reakció, univerzális primerekkel: 
A 63f és 1387r primerpár alkalmas minden eubaktérium 16S rRNS génjének amplifikálására. 
Ezekkel a primerekkel jó min ség , jól látható, tehát nagy mennyiség  PCR terméket 
kaptunk. A PCR reakciókat 50 μl-es végtérfogatban végeztük, a komponensek bemérését a 
10. táblázatban leírtak szerint végeztük. A PCR reakciókat a következ  h profillal futtattuk 
Perkin Elmer GeneAmp 2400 készülékben: 
Kezdeti denaturáció 98°C 5 min 
Taq bemérés 94°C 10 sec 
Denaturáció 94°C 30 sec 
Anneláció 52°C 30 sec 
Extenzió 72°C 1 min 
Végs  extenzió 72°C 10 min 
Tárolás 4°C felhasználásig
PCR reakció h profilja, 32 ciklus
 
10. táblázat: PCR reakciók h profilja, az annelációs h mérséklet általános esetben a Tm-5°C. 
Kísérleteinben az 52°C-os annelációs h mérséklet volt az optimális. 
 
A Taq polimeráz enzimet a 94 C -os szakaszban, a kezdeti denaturáció után, adtuk hozzá a 
reakcióelegyhez, konstans h mérsékleten a beadagolás idejére megállítva a reakciót. Ennek az 
az oka, hogy a Taq polimeráz enzim 98 C -on gyorsan inaktiválódik, 96 C  felett az enzim 





Wolbachia specifikus PCR, un. "nested" PCR reakció: 
A Wolbachia specifikus primerekkel (76f és 1012r) szelektíven szaporíthatjuk fel a közösségi 
PCR termékek közül a Wolbachia pipientis baktériumokból származó 16S rRNS gén kópiáit.  
 
IV.3.1.6. PCR termék tisztítása 
 
A további PCR reakcióhoz a mintákat meg kell tisztítani a maradék nukleotidoktól és a 
primerekt l. A tisztítást a következ képp végeztük el: 
A PCR termékeket rövid centrifugálással összegy jtöttük a cs  aljába, majd 1,5 ml-es 
Eppendorf csövekbe mértük át. A mintához 300 μl köt  puffert adtunk, majd az oldatot a cs  
forgatásával homogenizáltuk. Mindig a minta térfogatának legalább a háromszorosát kell 
használni a köt pufferb l. Ezután hozzáadtunk a rendszerhez mintánként 10 μl mátrixot, 
forgatással jól elkevertük, majd szobah mérsékleten állni hagytuk 30 percig. Ez alatt az id  
alatt a mátrix az oldatban uralkodó nagy ioner sség miatt megkötötte a 0,2-50 kbp 
mérettartományba es  DNS fragmentumokat. 
 
A mátrixot ezután centrifugálással ülepítettük, 14000 rpm-mel 1,5 percig. A felülúszót ezután 
óvatosan leöntöttük a mátrixról. 
A mátrixhoz most 500 μl köt  puffert adtunk, teljesen felvortexeltük és újra centrifugáltuk 
14000 rpm-mel 1,5 percig, majd a felülúszót ismételten leöntöttük. 
A leülepedett mátrixhoz ekkor hozzáadtunk 750 μl mosó puffert, vortexeltük, centrifugáltuk 
14000 rpm-mel 1,5 percig, leöntöttük a felülúszót. 
Ezt a lépést megismételtük. A mátrixhoz hozzáadtunk 750 μl mosó puffert, vortexeltük, 
centrifugáltuk 14000 rpm-mel 1,5 percig, leöntöttük a felülúszót. 
Ez után a mátrixot újra centrifugáltuk 14000 rpm-mel 1,5 percig, majd a maradék puffert ( kb 
50-60 μl-t) vékony pipettahegyet használva leszívtuk, vigyázva, hogy a mátrixhoz ne érjünk, 
ne keverjük fel. 
A csövekhez 50 μl steril bidesztvizet adtunk, ezzel eluáltuk a DNS-t, úgy, hogy 37 C -os 
vízfürd ben állni hagytuk 30 percig. 
Az elúció után a mintákat utoljára lecentrifugáltuk, hogy a mátrixtól teljesen elválaszthassuk, 
14000 rpm-mel, 3 percig centrifugálva. A felülúszóból 45 μl-t átmértünk, új steril Eppendorf 
csövekbe. A mintákat felhasználásig +4 C -on h t szekrényben tartottuk. 
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IV.3.1.7. DNS minták és PCR termékek ellen rzése agaróz gélelektroforézissel 
 
DNS mintáink min ségét és méretét agaróz gélelektroforézis módszerrel ellen riztük, a 
különböz  mintákhoz a táblázatban összefoglalt rendszereket használtuk (11. táblázat).  
 
Izolált genomi DNS PCR termékek ARDRA/RFLP 
Gél er sség 1% 1% 2%
DNS minta térfogata 5 L 5 L 10 L 
Tölt puffer 3 L 3 L 6 L 
Molekulasúly marker Lambda DNA 
Eco RI+HindIII Marker, 3 
pUC Mix Marker, 8 pUC Mix Marker, 8 
Feszültség 100 V 100 V 80 V 
Id  20 perc 20 perc 40-50 perc 
Agaróz gélelektroforézis körülmények különböz  mintákhoz
 
11. táblázat: Elektroforézis körülmények különböz  DNS minták elektroforéziséhez, értékeléséhez. 
 
 
A futtatáshoz a következ  vegyszereket használtuk fel: 
Agaróz, molekuláris biológiai tisztaságú reagens (Gibco) 
10x TBE oldatot, melynek összetétele 107,8 g/l Tris, 55,8 g/l bórsav, 7,4 g/l Na2EDTA 
pH 8,3 
Géltölt puffert, ami glicerin 30 vegyesszázalékos vizes oldata és 0,25 mM brómfenolkék 
festéket tartalmaz, hogy a futást szabad szemmel is nyomon követhessük. A mintákat UV 
fényen ellen riztük, fotóztuk. 
A felhasznált DNS molekulasúly markereket az alkalmazásnak megfelel en választottuk ki, a 
tulajdonságaikat és a megfigyelhet  fragmentumok hosszát a 12. táblázat mutatja. 
 
Fragmentum pUC Mix Marker, 8
mérete (bp)
Lambda DNA              
EcoRI+HindIII, Marker 3
mérete(bp)
GeneRuler™              
1kb DNA Ladder
mérete (bp)
GeneRuler™                
1kb DNA Ladder Plus
mérete (bp)
123bp DNA LADDER             
(Sigma prod. No. D5042)
mérete (bp)
1 1118 21226 10000 20000 4182
2 881 5148 8000 10000 2337
3 692 4973 6000 7000 2091
4 501 4268 5000 5000 1845
5 489 3530 4000 4000 1599
6 404 2027 3500 3000 1353
7 331 1904 3000 2000 1230
8 242 1584 2500 1500 1107
9 190 1375 2000 1000 984
10 147 947 1500 700 861
11 111 831 100 500 739
12 110 564 750 400 615
13 67 125 500 300 492
14 34/34 - 250 200 369
15 [26] - - 75 246
16 [19] - - - 123
Agaróz gélelektroforézishez használt DNS markerek
 







Az ARDRA az (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) egy a 16S rRNS gén PCR 
amplifikált termékének restrikciós endonukleázokkal történ  hasításán alapuló molekuláris 
mikrobiológiai ujjlenyomat módszer. Az eljárást a PCR termékek hasonlóságának, 
diverzitásának becslésére használhatunk. Kísérleteinkben azért használtuk, hogy a költséges 
szekvenálás el tt ismerten Wolbachia eredet  16S rDNS termékekkel vessük össze a hasítási 
mintázatot, biztosítva, hogy a megfelel  termékek kerüljenek a szekvenálásra.  
Az ARDRA-hoz kétféle restrikciós enzimet használtunk (Hin 6I és Bsu RI). Olyan enzimeket 
választottunk, melyek 4 elem  felismer hellyel rendelkeznek. Az ilyen enzimek nagy 
valószín séggel többször hasítják a 940 bázispárnyi PCR- termékeket. A felhasznált enzimek 
felismerési és hasítási helyei a 13 táblázatban láthatók. 
 
Restrikciós enzim neve Felismerési és hasítási helye
5' G CGC 3'
3' CGC G 5'
5' GG CC 3'
3' CC GG 5'
Hin 6I
Bsu RI (Hae  III)
A felhaszált restrikciós endonukleázok
 
13. táblázat: Az ARDRA analízishez felhasznált restrikciós endonukleázok és hasítási helyeik. 
 
Az ARDRA-ban használt oldatok reagensek és összetételük a 14. táblázatban található. 
Hin6I restrikciós enzim, 10 U/μl koncentrációjú 
Az enzimreakció optimalizált puffere: Buffer Y+/Tango, összetétele 33 mM Tris-acetát 
pH 7,9; 66 mM kálium-acetát; 0,1 mg/ml BSA 
BsuRI restrikciós enzim, 10 U/μl koncentrációjú 
Az enzimreakció optimalizált puffere: Buffer R+, összetétele 10 mM Tris-HCl pH 8,5; 10mM 
MgCl2; 100 mM KCl; 0,1 mg/ml BSA 
Steril HPLC tisztaságú víz 
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Reagens Térfogat [ L]
MQ-H2O 11 L
Enzimspecifikus puffer 2 L
Restrikciós enzim (10 U/ L) 0,1 L
DNS templát (PCR termék) 7 L
Végtérfogat 20,1 L 
Emésztés restrikciós endonukleázzal (ARDRA/RFLP)
  
14. táblázat: Restrikciós endonukleázos emésztés (ARDRA) összemérése. 
 
A futtatást 2 %-os agaróz gélen végeztük, 1x-es TBE pufferrendszerben, állandó 80 V-os 
feszültségen futtatva. A futtatáshoz Fermentas pUC Mix Marker 8-at és Gibco 123 bp DNA 
Ladder markereket használtunk. A fragmentációs mintázatokat UV fényben ellen riztük és 
lefényképeztük. 
IV.3.1.9. DNS szekvenálás 
 
A szekvenáló reakciót a Sanger féle stop nukleotid, vagy láncterminációs módszerrel 
végeztük. A módszer lényege az, hogy a templát DNS darabokat, jelen esetben a PCR 
termékeket újra amplifikáljuk bels  primerek (16S rRNS gén), vagy a saját PCR primerek 
segítségével egy olyan reakcióelegyben, ami megfelel  arányban tartalmazza a normál 
nukleotidokat és a különböz  fluoreszcens festékekkel jelölt ún. stop nukleotidokat, amelyek 
dideoxi-nukleotidok, tehát a 3'-OH csoportjuk hiányzik, így beépülésükkel a szintetizálódó 
DNS lánc megszakad. A lánctermináció minden pozícióban megtörténik és a terminális 
nukleotidok típusa azonosítható különböz  fluoreszcenciájuk alapján. Vertikális gél vagy 
kapilláris elektroforézis használatával ezek a fragmentumok molekulasúlyuk szerint sorba 
rendezhet k, a sorba rendezés után megfelel  gerjesztés mellett a fluoreszcens jelek 
leolvashatók.  
 
A felhasznált reagensek és oldatok a következ k: 
Terminator Ready Reaction Mix 
5x Buffer for AmpliTaq FS 
Szekvenáló primer (0,02 μg/μl) 
Steril HPLC tisztaságú víz 
 
A szekvenáló PCR reakciót a PE Biosystems ABI Prism  Big Dye  Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit-tel végeztük (15. táblázat). 
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Reagens Térfogat [ L]
MQ-H2O 8 L
BDT puffer 5X 3 L
BDT-RR mix 2 L
Primer [0,25 ng/μL] 1 L
DNS templát (PCR termék) 6 L
Végtérfogat 20 L
Szekvenáló PCR reakció összetétele
 
15. táblázat: A Sanger féle ciklikus szekvenáló reakció összetétele 1 mintához. 
 
A teljes fragmentum lefedéséhez minden mintát meg kellett szekvenálni a két különböz  
primerrel. Az átfed  primerek használata ilyenkor megkönnyíti a szekvenciák összetoldását. 
 
A mintákat ciklikus szekvenáló reakcióval Perkin Elmer GeneAmp 2400 készülékben 
készítettük el a következ  h profilt használva (16. táblázat) 
 
Folyamat: H mérséklet: Id
Kezdeti denaturáció 96°C 1 min 









16. táblázat: A ciklikus szekvenáló reakcióhoz használt PCR program h profilja. 
 
A szekvenáló reakció termékét a kapilláris elektroforézis el tt meg kellett tisztítani a be nem 
épült fluoreszcens-nukleotidoktól. Ezt egy nátrium-acetátos, alkoholos precipitációval 
végeztük. 
A tisztításhoz a következ  oldatokat használtuk fel: 
 
3 M Na-acetát, pH 5,2 
95 %- os etanol 
70 %-os etanol 
A tisztítás menete: 
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0,5 ml-es Eppendorf csövekbe mintánként el re összemértünk 50μl 95%-os alkoholt és 2 μl 
nátrium-acetátot. A PCR csöveket centrifugáltuk, majd a reakcióelegy 20μl-ét átvittük az 
el készített csövekbe. Vortexeltük, majd állni hagytuk szobah mérsékleten 20 percig. Ez után 
a csöveket centrifugáltuk 14000 rpm-mel 20 percig. A felülúszót óvatosan pipettával 
leszívtuk. A szabad szemmel nem látható üledékhez 250μl 70%-os etanolt adtunk, 
vortexeltük, majd centrifugáltuk 14000 rpm-mel 15 percig. A felülúszót óvatosan leszívtuk. A 
csöveket vákumcentrifugában beszárítottuk, majd mélyh t ben tároltuk. 
IV.3.1.10. DNS szekvenálás kapilláris elektroforézissel 
 
A mintákat ABI PRISM 310 GENETIC ANALYZER (Applied Biosystems, Foster City, CA) 
kapilláris elektroforézis elven m köd  automata analizátorba helyeztük. Ez a berendezés 
méret szerint elválasztja a DNS fragmentumokat, egy bázisnyi feloldással, majd egy lézerrel 
gerjeszti a terminátor nukleotidokhoz kötött, a bázisoknak egyértelm en megfeleltethet  szín  
fluoreszcens jelöléseket. A detektorban az emittált fényt regisztrálja és ebb l 
elektroferogrammot hoz létre, ami megfeleltethet  a bázissorrendnek. 
 
Az elválasztáshoz az el készítést úgy végeztük, hogy a szobah mérsékletre felmelegített 
mintákhoz 24 μl Template Supression Reagent oldatot adtunk, majd 98 C -on 3 percig 
denaturáltuk a mintát. Ezután jégen gyorsan leh töttük vortexeltük és lepörgettük a mintákat, 
majd jégen tartva az ABI310 speciális mintatartó csöveibe mértük át ket. Az elektroforézis 
30 másodperces elektrokinetikus injektálással (4,2kV) indul, ezzel viszi fel a mintát a POP6 
lineáris polimert tartalmazó kapillárisra, ahol az elválasztás 12 kV-on, 50°C h mérsékleten 
zajlik 100 percig. 
 
IV.4 DNS szekvencia analízis 
 
A szekvenciákat a Chromas (Technelysium) megjelenít , szerkeszt  program segítségével 
transzformáltuk, úgy hogy a 16S rRNS adatbázisnak megfelel  formátumba kerüljenek, majd 
a kromatogramok alapján manuálisan kijavítottuk a leolvasási hibákat. 
IV.4.1.  Filogenetikai elemzés 
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A szekvencia analízishez az ARB nev  szoftvert és adatbázisát használtuk (Ludwig és Strunk, 
1997, 2004). A szekvenciáinkat importáltuk a szoftverbe. Automatikus illesztés után az 
illesztéseket manuálisan is ellen riztük, szükség esetén javítottuk. 
A szekvenciákat Jukes-Cantor és K2 hasonlósági indexet használva hasonlítottuk össze a 
közel rokon szekvenciákkal, az adatokból hasonlósági mátrixot szerkesztettünk. A Jukes-
Cantor módszer számol az egyes pozíciókban esetlegesen bekövetkez  többszörös 
szubsztitúciókkal is (Hillis, 1996, Graur és Li, 2000). 
A szekvencia adatokból neighbor-joining módszerrel (Saitou és Nei, 1987) filogenetikai fát 
szerkesztettünk. Az el állított filogenetikai dendrogramok elágazásmintázatát bootstrap 
elemzéssel vizsgáltuk, 1000 ismétlésben (Podani, 1997). Az egyes elágazások 
megjelenésének megbízhatóságát a dendrogramon feltüntettük. Ahol a fában nem találunk 
feltüntetett értéket, ott az 100 %, amit a szoftver automatikusan nem ír ki. 
Parszimónia vizsgálatokhoz a PAUP 4.0b4a programcsomagot használtuk (Swofford, 1998, 
http://paup.csit.fsu.edu/index.html) míg a maximum likelihood elemzésekhez a fastDNAml 
1.1.1 (Olsen és mtsai, 1994) 
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V. EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK 
 
V.1. A felhasznált módszerek értékelése 
 
A vizsgálatainkhoz választott PCR alapú molekuláris diagnosztikai eljárások megfelel nek 
bizonyultak a Wolbachia szimbionták jelenlétének kimutatására, a fert zés prevalenciájának 
felmérésére. Az ARDRA módszerrel kombinálva az egyes hasítási típusok gyakoriságát is 
megbecsülhetjük. A DNS szekvenciák alapján azonosíthatjuk a különböz  Wolbachia 
törzseket és egyben filogenetikai információt is kapunk a szimbionta típusáról. Így be tudjuk 
sorolni ket az ismert Wolbachia f csoportokba is. 
 
Az elektronmikroszkópos vizsgálatokkal fizikailag is lokalizálhatjuk a Wolbachia 
szimbiontákat a gazdák szöveteiben. A tipikus Anaplasmataceae családra jellemz  
ultramikroszkópos képen három membránt láthatunk, a Gram-negatív sejtfalú Wolbachia 
baktérium küls  és bels  membránját és az sejtet körülvev  valószínüleg gazdasejt eredet  
vakuólumot (10. ábra). A fizikai kimutatás meger síti a DNS alapú módszerek eredményeit, 




(A) Wolbachia endobaktériumok (nyilak) egy n stény Onchocerca lupi féreg hypodermális sejtjében, 





V.2. Wolbachia vizsgálatok eredményei ízeltlábúakban 
 
A vizsgálatainkat a Mikrobiológiai Tanszéken bakteriális szimbiózis szempontjából már 
régóta vizsgált talajlakó gerinctelen makrofauna fajain végeztük (Márialigeti és mtsai, 1985). 
A szakirodalomban találtunk példákat az ízeltlábúakkal szimbionta Wolbachia-ra, (ekkor még 
csak A és B f csoport) jellemz  szaporodási elváltozásokra, az Isopodák (Grandjean és mtsai, 
1993; Rigaud és Juchault, 1993) és a Diplopodák (Enghoff, 1994; Jensen és mtsai, 2002) 
körében is.  
 
V.2.1. Diplopoda vizsgálatok eredményei 
 
Az ezerlábúak közül a 17. táblázatban található fajok egyedeit vizsgáltuk meg, de a rendkívül 
érzékeny két lépcs s PCR reakcióval sem sikerült PCR terméket kapnunk (Nyír  és mtsai, 
2002). A módszert úgy terveztük, hogy feltételeztük, hogy a Wolbachia szimbionták száma 
kicsi és egy totális, a teljes állatból kiinduló DNS izolálásnál a bakteriális DNS arány is 
alacsony. Ezért az els  lépésben amplifikálódik a „teljes” bakteriális 16S rRNS gén 
populáció, majd a másodikban specifikusan csak a Wolbachia fragmentumok. Bár azóta 
tudjuk, hogy mennyire nem univerzális a 63F, 1387R 16S rRNS primerpár (Baker és mtsai, 
2003; Sipos és mtsai, 2007), ebben a kimutatásban mindig er s jelet adott, míg a 27F, 1525R 
primerpárral nem jutottunk semmire. Bouchon munkájában (Bouchon és mtsai, 1998) 
megvizsgálta a Glomeris castanea (Diplopoda: Glomeridae) fajt és ugyancsak nem talált 
Wolbachia szimbiontát.  
Vizsgálataink alapján úgy gondoljuk, hogy az ezerlábúak körében jelentkez  parthenogenezis 
okai nem szimbionta eredet ek, hanem inkább a geográfiai parthenogenezis fogalomkörébe 
esnek. Ez azt jelenti, hogy az elterjedési terület centrumában szexuálisan szaporodó 
populációkat találni, míg a faj áreájának perifériáin thelitókiával szaporodik. Ennek 
iskolapéldája a Nemasome varicorne faj (Enghoff, 1994; Jensen és mtsai, 2002) 
Egy másik magyarázat az lehet, hogy esetleg másfajta, nem Wolbachia szimbionta okozza ezt 
a jelenséget, aminek a kivizsgálásához további vizsgálatokat tervezünk. 
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Faj N stény Hím Összesen Wolbachia
fert zés
Glomeris hexasticha  Brandt 1833 4 3 7 --
Cylindroiulus boleti C.L. Koch, 1847 11 6 17 --
Unciger foetidus C.L. Koch, 1838 4 2 6 --




17. táblázat: Wolbachia szimbionta vizsgálatok eredményei ezerlábúakban (Nyír  és mtsai, 2002) 
 
 
V.2.2. Isopoda vizsgálatok eredményei 
 
A vizsgálatunkban gy jtött ászkák (Crustacea: Isopoda) közönségesen el fordulnak a 
Vértesben. Kontschán egy faunisztikai munkájában le is írja az általunk vizsgált fajok nagy 
részét a majki romegyüttes környékén (Kontschán, 2001). A vizsgált fajok között van a 
tipikusan szinantróp elterjedés  a Cylisticus convexus és Porcellio scaber. Az öt ismert 
leggyakoribb faunaelem közé tartozik a Hyloniscus riparius, Trachelipus rathkii, 
Protracheoniscus politus és az Armadillidium vulgare. Az el bb felsorolt fajok mindegyike a 
talajfelszíni aktivitású ökológiai csoportba sorolható a H. riparius talajban aktív faj kivételével. E 
mellett sz kebb elterjedés  közép kelet európai faj a természetközeli erd ket kedvel
Trachelipus ratzeburgii. 
 
A Wolbachia Isopoda szimbiózis áttekint  leírását is megtaláltuk francia szerz knél (Bouchon 
és mtsai, 1998), ahol egy földrajzilag (Európa és Észak Amerika), taxonómiailag (5 Crustacea 
rend) és egyedszámban (85 faj 689 egyed) is kiterjedt vizsgálatról számolnak be. PCR 
módszerrel, a 16S rRNS gént és az ftsZ gént célozva keresték a Wolbachia szimbiontákat. 
Ebben a vizsgálatban csak az Isopoda csoportban találtak Wolbachia szimbiontákat 22 fajnál. 
Az általuk talált szimbionták 16s rRNS génre alapozott filogenetikai elemzése szerint mind a 
Wolbachia B-f csoportba tartoznak. A fert zés prevalenciája a különböz  populációkban igen 
változatos. Érdekesség még, hogy leírnak egy budapesti Porcellio scaber mintát, négy hímet 
és négy n stényt vizsgáltak, ebb l két n stény volt fert zött. 
 
Az általunk vizsgált ászka fajokat és a vizsgálatok eredményét a 18. táblázatban találjuk. 
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Fajok Mintavételi terület Fert zés prevalenciája
(fert zött/vizsgált, aránya)
N stények Hímek
Armadillidium vulgare  Latreille, 1804 Dunasziget 5/5; 100% 1/1; 100%
Cylisticus convexus  De Geer, 1778 Tatabánya 3/5;   60% nem vizsgált
Hyloniscus riparius  C.L. Koch, 1838 Dunasziget 1/1; 100%  1/1; 100%
Porcellio scaber  Latreille, 1804 Dunasziget 4/6;   67%   1/1; 100%
Porcellio dilatatus  Brandt, 1833 Tatabánya 1/1; 100% nem vizsgált
Protracheoniscus politus  C.L. Koch, 1841 Tatabánya 6/6; 100% 1/1; 100%
Trachelipus rathkii  Brandt, 1833 Dunasziget 5/5; 100% 1/1; 100%
Trachelipus ratzeburgii  Brandt, 1833 Dunasziget 5/5; 100% 1/1; 100%
Tatabánya 4/4; 100% 1/1; 100%
Wolbachia fert zés prevalenciája ászkákban a két vizsgálati területen
 
18. táblázat: Wolbachia szimbionta vizsgálatok eredményei ászkákban (Nyír  és mtsai, 2002) 
 
A vizsgálatban kinyert 16S rRNS gén szekvenciákból Clustal V illesztés alapján (Higgins és 
mtsai, 1992), filogenetikai fát készítettünk, az ARB programcsomaggal (Ludwig és Strunk, 





11. ábra: Kiválasztott Wolbachia klónok 16S rRNS gén szekvenciákon alapuló filogenetikai fája. 
Az egyes klónok a gazdaszervezetük nevével és szekvencia-azonosítójukkal szerepelnek a törzsfán. A 
vastagon szedett szekvenciákat tanulmányunkban közöltük. A méretvonal 10% távolságot mutat, 
külcsoportnak (outgroup) a Wolbachia baktériumok közeli rokonait (Ehrlichia, Anaplasma, Rickettsia) 
választottuk. A felhasznált szekvenciák GenBank adatbázis azonosítószámait a VII.1 melléklet 




Az elkészült fát elemezve kiderül, hogy az ászka szimbionta Wolbachiák két csoportot 
képeznek, a Wolbachia A és a Wolbachia B csoportba tartoznak (Nyír , 2000; Nyír  és mtsai, 
2002a,b). Az általunk szerkesztett fába felvettük azokat a szekvenciákat, amelyeket ebben a 
cikkben közöltek az ászkák köréb l, és olyan gazdaállatok szimbiontáit is, melyek helyzete 
egyértelm en elkülöníti a két csoportot (11. ábra)  
A vizsgált ászka fajok baktériumai mind az A, mind a B csoportban megtalálhatók. Ez az 
eredmény eltér azoktól a vizsgálati eredményekt l, amiket Bouchon közölt 1998-as cikkében, 
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és el adásában (Bouchon és mtsai., 1998, Bouchon, szóbeli közlés, 2000). Még nem találtak 
eddig olyan ászka fajt, ami Wolbachia A szimbiontákat hordozott volna. Az általuk vizsgált 
ászka fajok szimbiontái ugyanis mind a Wolbachia B csoportban találhatók. 
A Bouchon által közölt szekvenciák a mi fánkon is zárt csoportot alkotnak és a tatabányai 
Cylisticus és Trachelipus szimbionták szekvenciáihoz állnak a legközelebb. 
A magyar mintákból hét faj hordoz A típusú szimbiontát, mindkét mintavételi helyen 
találtunk ilyen fajokat. A dunaszigeti minták csak A Wolbachiát hordoznak. A Tatabánya 
környéki mintavételi helyen, mind a két baktériumtípus el fordul, különböz  fajok, 
különböz  szimbiontákat hordoznak. 
A Trachelipus ratzeburgi faj a szigetközi lel helyén A törzset, tatabányánál B törzset hordoz. 
Ezen kívül elmondhatjuk még, hogy a Protracheoniscus amoenus, a Hyloniscus riparius, a 
Trachelipus rathkei és a Trachelipus ratzeburgi fajokban el ször találtunk Wolbachiát. 
 
Az új A f csoportba tartozó Wolbachia fenotípusa ismeretlen, nem ismerjük, hogy okoz-e és 
ha igen, milyen szaporodási elváltozást. A B típusú Wolbachiák femimizációt okoznak pl. az 
Armadillidium vulgare fajban (Rigaud és Juchault, 1993; Cordaux és mtsai, 2004) ezen kívül 
ászkák körében még el fordulhat a CI is (Moret és mtsai, 2001). Ennek eldöntésére további 
laboratóriumi, tenyésztéses vizsgálatokra van szükség. 
V.3. Nematoda szimbionta Wolbachia vizsgálata 
 
A kutyák szemférgességét okozó új, taxonómiailag problémás nematoda faj makro- és mikro- 
morfológiai vizsgálatait elvégezték az adult férgek és mikrofiláriáik jellemz  bélyegeit 
rögzítették (Széll és mtsai, 2001a,b; Egyed és mtsai, 2001). Ezeket az eredményeket a 19. 
táblázat tartalmazza (Rodonaja, 1967; Bain 1975, 1981; Demiaszkiewicz és Matsaberidze, 
1991; Orihel és mtsai, 1991; Eberhard és mtsai, 2000, Széll és mtsai, 2001, Ottley és 
Moorhouse, 1982, Trees, 1992)) 
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O. gutturosa O. stilesi O. lienalis O. volvulus O. lupi 
Gazda szarvasmarha szarvasmarha szarvasmarha F eml sök kutyafélék




Szöveti elhelyezkedés köt szövet a 
trkószalag 
körül
köt szövet a térd körül Ligamentum 
gastrosplenicum
b ralatti csomók szem és szemkörnyéki 
szövetek
Hím
   maximum hosszúság (mm) 20-33 19-28 18-24 28-30 43-80
   maximum szélesség (μm) 60-100 55-80 50-80 150-230 140-147
N stény 
   maximum hosszúság (mm) 280-460 ismeretlen 333-850 600-700 ismeretlen
   maximum szélesség (μm) 200-300 140-223 140-220 325-400 275-420
   Red kiemelked kiemelked kevéssé kiemelked kevéssé kiemelked kiemelked
Kutikula vastagsága
  red knél 30 30 13 23 25
  red k között 25 25 10 20 20
Bordák száma
   red k alatt 1 1 1 1 1
   red k között 3 2 1 1 1
Testátmér  / red k közötti 
távolság 3-4:1 ismeretlen 5-6:1 6-10:1 6-10:1
Onchocerca fajok f bb jellemz i
 
19. táblázat: Onchocerca fajok morfológiai jellemz i.  
 
A legfontosabb bélyegeket összevetve megszerkesztették a fajok hasonlósági diagramját 
UPGMA módszerrel (12. ábra) (Egyed és mtsai, 2001). Az összevetett karaktereket a 20. 
táblázatban találhatjuk meg (Rodonaja, 1967; Bain 1975, 1981; Demiaszkiewicz és 
Matsaberidze, 1991; Orihel és mtsai, 1991; Eberhard és mtsai, 2000, Széll és mtsai, 2001). A 
nematoda morfológiai alapon valószín leg Onchocerca lupi Rodonaja 1967, farkasból, orosz 






Morfológiai karakterek  O. lupi   O. lienalis   O. gutturosa   O. cervicalis   O. ochengi   O. volvulus  
Kutikuláris pajzsok      
     Van  +       
     Nincs  +   +   +   +   +  
Feji papillák      
     Nem migrál  +     +   +   +  
     Migrál  +   +     
Nyel cs      
     Osztott    +    
     Nem osztott  +   +   +    +   +  
 Vulva nyílása      
     Anterior  +   +   +    
    Posterior    +      +   +  
Kutikula csík/red      
 2  +   +        
 3    +    +   
 4     +    
Izom mez k      
     Fejlett  +   +   +   +    
     Fejletlen     +   +  
Preanális papillák      
    Van   +       
    Nincs/redukálódott  +   +   +   +   +  
A bal és a jobb spiculum 
aránya      
     2:1   +     +    
     2.5:1      +   
     3:1   +   +     +  
Mikrofilária hossza      
     <150 m  +       
    150–250 m   +    +    
    >250 m    +    +   +  
Mikrofilária testaránya      
    <30:1  +       
    30?50:1   +      
    >50:1    +   +   +   +  
Onchocerca  fajok legfontosabb morfológiai bélyegei
+
 











O. lupi  
12. ábra: UPGMA dendrogram a nematódák 20. táblázatban látható morfológiai karakterei alapján 
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A morfológiai összevetés alapján az látszik, hogy a kutyákat megfert z  Onchocerca faj nem 
hasonlít a jól ismert Onchocerca fajokra, azoktól határozottan elkülönül. Ezt meger síti a nem 
konvencionális gazda faj, a kutya és a szemkörnyéki szöveti lokáció. 
 
V.4.  Onchocerca lupi filogenetikai vizsgálata 
 
A nematodát molekuláris taxonómia módszerekkel is megvizsgálták (Egyed és mtsai, 2001). 
El ször az 5S riboszómális spacer gén szekveciáit (Xie és mtsai, 1994, Bradley és Unnasch, 
1996) vizsgálták, a kapott adatok összevetésével valószín vé vált, hogy genetikai alapon is 
egy különálló fajról. 
Ezeket az el zetes eredményeket próbáltuk meger síteni egy másik molekuláris marker, a 
mitokondriális citokróm c oxidáz I. alegységének vizsgálatával valamint az 
elektronmikroszkópos vizsgálatokban látott sejtes endoszimbionta baktérium, a Wolbachia 
szimbionta molekuláris taxonómiai jellemzésével (16S rDNS, O’Neill és mtsai, 1992; wsp 
gén, Bazzocchi, 2000; ftsZ gén, Casiraghi, 2001, Werren és mtsai, 1995).  
Erre azért nyílt lehet ség, mert a C és D f csoportba tartozó nematoda Wolbachiák, obligát 
mutualista szimbionták (Bandi és mtsai, 2001b, Casiraghi és mtsai, 2004). A szimbionták az 
evolúció során a gazdaszervezettekkel együtt divergálódtak és leszármazási mintázataik 
megegyeznek (13. ábra) (Bandi és mtsai, 1998, 1999a). A koevolúcióra hasonló példákat 
láthatunk más ízeltlábú szimbionták esetében is, kiváló példa erre a Glossina cecelégy és 
bakterióma asszociált szimbiontája a Wigglesworthia glossinida (Chen és mtsai, 1999, 
Lefevre és mtsai, 2004, Lo és mtsai, 2003) a levélbolhák Sulcia és Baumannia szimbiontái 
vagy a Bacteroidetes csoportból az Uzinura fajok (Takiya, 2006, Gruwell és mtsai, 2007, 






Wolbachia szimbionták (balról) és Nematoda gazdáik (jobbról) filogenetikai fáinak összehasonlítása. A 
végágakon a gazdaszervezetek tudományos nevei szerepelnek. A szimbionták törzsfáját ftsZ és 16S rRNS 
gén szekvenciák elemzésével szerkesztettük, míg a nematodák törzsfája az 5S rRNS spacer szekvenciái 
alapján készült (Xie és mtsai, 1994). A,B,C,D jelöléssel a Wolbachia szimbionták f csoportjai szerepelnek 






Filáriázist okozó Nematodák filogenetikai viszonyai a COI gén részleges szekvenciáinak maximum 
likelihood módszerrel történt analízise alapján. A gyökértelennek tekintend  filogenetikai fa elágazásain 
feltüntettük a bootstrap analízis értékeit, felül Neighbor Joining míg alul parszimónia módszerrel, csak az 
50%-nál nagyobb értékeket mutatjuk. A felhasznált szekvenciák GenBank adatbázis azonosítószámait a 






Az Onchocerca lupi nematoda Wolbachia endoszimbiontájának filogenetikai helyzetét bemutató törzsfa. A 
rekonstrukcióhoz a 16S rRNS gén szekvenciáit szomszéd összevonó módszerrel (Neighbor Joining) 
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vetettük össze más filáriázist okozó nematodák szimbiontáival. A fán a nematoda gazdaszervezetek neveit 
tüntettük fel, külcsoportnak (outgroup) a Drosophila sechellia Wolbachia szimbiontáját használtuk. Az 
elágazásokon feltüntettük a bootstrap analízis eredményeit, csak 50%-nál nagyobb értékeket adtunk meg. 
Felül a neighbor joining, míg alul a parszimónia módszerrel kapott eredmény látható. A méretvonal a 





16. ábra: fts Z 
Filáriázist okozó nematodák Wolbachia endoszimbiontáinak filogenetikai viszonyai az ftsZ gén részleges 
szekvenciáinak elemzése maximum likelihood (ML) módszerrel. A törzsfán a gazdaszervezetek neveit 
szerepeltetjük. A gyökértelen fa elágazásain feltüntettük a bootstrap elemzés értékeit, felül Neighbor 
Joining (NJ), míg alul parszimónia módszerrel, csak az 50%-nál nagyobb értékeket mutatjuk. A 









Filáriázist okozó nematodák Wolbachia endoszimbiontáinak filogenetikai viszonyai a wsp gén részleges 
szekvenciáinak analízise maximum likelihood módszerrel. A törzsfán a gazdaszervezetek neveit 
szerepeltetjük. A gyökértelen fa elágazásain feltüntettük a bootstrap elemzés értékeit, felül Neighbor 
Joining míg alul parszimónia módszerrel, csak az 50%-nál nagyobb értékeket mutatjuk. A felhasznált 
szekvenciák GenBank azonosítószámait a VII.1 melléklet tartalmazza (Egyed és mtsai, 2002a). 
 
V.5. Eredmények összevetése 
 
A szerkesztett filogenetikai fák összevetése alapján megállapíthatjuk, hogy a kutyák 
szemférgességét okozó Onchocerca lupi nematoda egy különálló faj, a morfológiai és a 
genetikai markerek (5S spacer és COI gén) alapján is különáll a többi Onchocerca fajtól (14. 
ábra) (Egyed és mtsai, 2001, 2002a,b). Ezt a megállapítást meger síti a nematoda Wolbachia 
szimbiontájának evolúciója, ami a nagyon konzervatív, lassú evolúciójú 16S rRNS gént 
kivéve (15. ábra), a ftsZ (16. ábra) és a wsp (17. ábra) markereket vizsgálva a gazdához 
hasonló elágazásmintázatot ad (Egyed és mtsai, 2002b). 
Az összegy jtött bizonyítékok alapján úgy gondoljuk, hogy id szer  lenne az Onchocerca 
lupi faj elismerése (Sréter-Lancz és mtsai, 2007; Sréter és Széll, 2008). Morales-Hoyas 2009 
nyarán írt review cikkében még mindig ellentmondásosnak tartja e faj helyzetét (Morales-
Hoyas, 2009). Annak ellenére, hogy megjelent egy a Spirurida nematodák taxonómiáját DNS 
vonalkód rendszerben vizsgáló cikk, ami az Onchocerca lupit, mint érvényes „jó fajt” 
kategorizálja (Ferri és mtsai, 2009).  
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VI. EREDMÉNYEK ÖSSZEGZÉSE 
 
VI.1. A vizsgálati módszerek értékelése 
 
A Wolbachia baktériumok nem tenyészthet k klasszikus mikrobiológiai, agarlemez alapú, 
módszerekkel, kimutatásukra a molekuláris mikrobiológiai faj azonosítási technikák 
felhasználása adott megoldást.  
Vizsgálatainkban a különböz  típusokba (szexuális parazita /mutualista) és csoportokba 
tartozó Wolbachia pipientis szimbiontákat DNS alapú eljárással, specifikus, diagnosztikai 
PCR-rel mutattuk ki és a kapott PCR termékek direkt szekvenálásával azonosítottuk. Az így 
kapott DNS szekvenciákat filogenetikai analízisnek vetettük alá és megállapítottuk a 
szimbionták rokonsági viszonyait. A szimbionta baktériumok jelenlétét elektronmikroszkópos 
vizsgálatokkal is kimutattuk a gazdaszervezetek szöveteib l. A szimbionta látható jelenléte 
meger síti a DNS alapú eredményeket, tekintve, hogy kimutatták, hogy a Wolbachia genom 
nagy fragmentumai beépülhetnek a gazdaszervezet kromoszómáiba (Kondo és mtsai, 2002). 
VI.2.  A Wolbachia vizsgálatok eredményei az ízeltlábúakban 
 
45 ászka egyedet vizsgáltunk meg Wolbachia fert zés szempontjából, ezek 8 fajhoz tartoztak 
és 2 távoli mintavételi területen gy jtöttük ket. A minták nagy részéb l, 60-100% 
prevalenciával sikerült kimutatni a fert zést. Az irodalmi adatoknak megfelel en egyes 
mintából el kerültek olyan, B-f csoportba tartozó Wolbachia törzsek, amelyek a már leírt 
ászka Wolbachia szimbionta szekvenciákkal egy csoportot alkotnak. Mintáink nagy részéb l 
azonban egy új típusú szimbiontát sikerült kimutatni. Ezek a szekvenciák filogenetikailag a 
Wolbachia A-f csoportjába kerülnek, mint a Drosophila melanogaster vagy a Muscidifurax
uniraptor  szimbiontái. Ez a filogenetikai elkülönülés részben megfeleltethet  a minták 
földrajzi helyzetének, mert a dunaszigeti mintavételi helyen gy jtött egyedek szimbiontái 
kizárólag az A-f csoportba esnek. A tatabányai mintavételi területen A- és B-f csoportba 
tartozó szimbiontákat is találtunk egyazon él helyen. A Trachelipus ratzeburgii faj esetében a 
két él helyen különböz  szimbiontát találtunk (Dunasziget: A-f csoport, Tatabánya: B-




VI.3. Wolbachia vizsgálatok eredményei a Nematodákban 
 
Kutyák szemférgességét okozó vitatott besorolású nematoda faj esetében az el z ekben 
tárgyalt - az ászkák esetében már sikeresen használt - diagnosztikai PCR-t használtuk a 
Wolbachia szimbionta partnerek kimutatására. A 16S rRNS gén, 852 bp hosszú részleges 
szekvenciáit összehasonlítottuk más filáriázist okozó nematodák szimbiontáival. Ez alapján az 
Onchocerca lupi nematoda szimbiontája a Wolbachia C-f csoportba került, viszont elkülönül 
a többi ismert Onchocerca szimbiontától. A szimbionták riboszómális RNS-t kódoló 
szekvenciái alapján konstruált fa topológiája nem egyezik a nematodák morfológiai alapon 
rekonstruált leszármazásával, ennek oka az, hogy a 16S rRNS szerkezetét megszabó 
funkcionális kényszerek miatt, ennek a génnek az evolúciója lassú, így nem biztos, hogy 
alkalmas a Wolbachia törzsek evolúciójának finom lépték  feloldásához.  
A pontosabb, nagyobb felbontású filogenetikai analízishez további marker géneket vontunk 
be a vizsgálatba. Ezek a gyors evolúciójú wsp (Wolbachia surface protein) gén, ami egy 
sejtfelszíni fehérjét kódol valamint az ftsZ gén, ami a bakteriális sejtosztódásban játszik 
kulcsszerepet. Más szerz k gyakran használják a fenti marker géneket a Wolbachia törzsek 
elkülönítésére (Zhou és mtsai, 1988; Bazocchi és mtsai, 2000; Casiraghi és mtsai, 2001).  
VI.4. Legfontosabb eredményeink 
 
Wolbachia-specifikus, a 16S rRNS gént célzó, nested PCR alapú kimutatási eljárást 
dolgoztunk ki és ezt sikerrel hasznosítottuk ízeltlábú és nematoda Wolbachia szimbionták 
kimutatására (Nyír  és mtsai, 2002). 
 
8 gyakori hazai ászkafaj fert zöttségét mutattuk ki. Ezek közül 4 fajt (Protracheoniscus
politus, Hyloniscus riparius, Trachelipus rathkei és Trachelipus ratzeburgii) el ször 
vizsgáltunk Wolbachia fert zés szempontjából. 
 
Az eddigi vizsgálatok az ászkák körében csak a Wolbachia B-f csoportba tartozó 
szimbiontákat találtak. Vizsgálatainkból kiderült, hogy Magyarországon, a vizsgált 
területeken az ászka fajok nagy része eddig nem ismert Wolbachia A-f csoportba tartozó 
baktériumokat hordoz (Nyír  és mtsai, 2002). 
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A Trachelipus ratzeburgii faj esetében a két mintavételi helyen különböz  f csoportba tartozó 
Wolbachia szimbionta partnereket találtunk. Dunaszigeten a faj általunk vizsgált egyedei az 
A-f csoportba tartozó szimbiontát hordoztak, míg Tatabányán B-f csoportba tartozót. A 
tatabányai mintavételi területen megvizsgált fajok esetében, szimpatrikusan, A- és B-
f csoportba tartozó szimbiontákat is találtunk. Ezzel szemben az összes, Dunaszigetr l 
származó ászka esetében csak az A-f csoportba tartozó szimbiontát sikerült kimutatni. 
 
Az érzékeny, PCR-alapú diagnosztikai módszerrel 60-100%-os, meglep en magas 
prevalenciájú fert zést találtunk az ászkáknál. 
 
A megvizsgált Diplopoda fajok között nem sikerült Wolbachia fert zést kimutatni, a nagy 
érzékenység  PCR módszer felhasználásával sem. Ez a negatív eredmény, bár kevés fajon és 
egyeden alapul megegyezik Bouchon eredményeivel. Így elmondhatjuk, hogy az ezerlábúak 
körében tapasztalt parthenogenezis feltehet en nem Wolbachia szimbionta eredet . 
 
A kutyák szemférgességét okozó, morfometriai adatok alapján különálló fajnak Onchocerca
lupi fonálféreg Wolbachia szimbiontáját is megvizsgáltuk az általunk kifejlesztett 16S rRNS 
gén PCR módszerrel. A Wolbachia szimbionták jelenlétét kimutattuk elektronmikroszkópos 
vizsgálattal és DNS alapú diagnosztikai PCR-rel is (Egyed és mtsai, 2002a). 
A 16S rRNS gén szekvenciák filogenetikai analízise alapján a szimbiontát a Wolbachia C-
f csoportba soroltuk. A kapott DNS szekvencia nem egyezett egyetlen korábban leírt 
Onchocerca szimbiontáéval sem. A nematoda és a Wolbachia szimbionták filogenetikai 
helyzetét további marker gének vizsgálatával próbáltuk felderíteni, ezért amplifikáltuk és 
megszekvenáltuk a nematoda mitokondriális COI génjét, valamint a szimbionta ftsZ és wsp 
génjeit. A filogenetikai összehasonlítás mindhárom marker gén esetében azt mutatta, hogy az 
O. lupi és Wolbachia szimbiontája külön áll a többi Onchocherca fajtól és szimbiontáiktól. A 
gazda nematoda és a Wolbachia baktérium hasonló leszármazási mintázata azt mutatja, hogy 
ez a két faj régóta stabil közös koevolúciós kapcsolatban áll (Egyed és mtsai, 2002b).  
 
A kutyák szemférgességét okozó O. lupi és Wolbachia endoszimbiontája experimentális 
modellként felhasználva lehet séget nyújt az emberi filáriázisos megbetegedések részletesebb 
laboratóriumi vizsgálatára.  
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A szemféreggel fert zött kutyák kezelésére a férgek és az általuk létrehozott csomók m téti 
eltávolítását javasoljuk. Postoperative a kutyákat a makro- és mikrofiláriák ellen hatékony 
szerekkel is szokás kezelni (Egyed és mtsai, 2002). 
Bizonyos antibiotikumok közvetetten, a Wolbachia endoszimbionta baktériumok kiirtása által 
elpusztítják a mikrofiláriákat és sterilizálják a kifejlett n stényeket, ezért azonnali elnyújtott 
hatású oxitetraciklin injekciót javasolunk, ez a kezelés csökkenti a férgesség kiújulásának 
valószín ségét, valamint az ízeltlábú vektorok által történ  terjesztést (Hoerauf és mtsai, 
2001, Langworthy 2000).  
VI.5. Továbblépés lehet ségei 
 
A Wolbachia szimbionta baktériumok jellemzését a közelmúltban leírt MLST (multi-locus 
sequence typing) módszerrel szeretnénk folytatni (Baldo. Ez lehet séget ad arra, hogy az 
egyes szimbiontákat, mint különálló törzseket jellemezzük és leírjuk az evolúciós 
kapcsolatukat. 
 
A vizsgált ászkafajok esetében a laboratóriumi körülmények között történ  szaporítás 
lehet séget ad arra, hogy a fert zés fenotípusát az utódgenerációk ivararányának elemzésével 
meghatározzuk.  
 
A felhasznált vizsgálati módszerek lehet séget adnak arra, hogy a kutyák szemférgességét 
okozó Onchocerca lupi nematoda köztes gazdáját, terjeszt jét azonosíthassuk és ez által képet 
kapjunk a fert zés elterjedésér l, gyakoriságáról. Ennek fontosságát a kutyás esetek számának 
növekedése mellett az is indokolja, hogy szórványos humán esetek is megjelentek az USA-
ban, Európában és hazánkban is (Pampiglione és mtsai, 2001., Sréter és mtsai, 2002, Salló és 
mtsai, 2005). 
 
A bevált PCR kimutatási módszert más primerekkel kombinálva lehet ség nyílik más, nemrég 
leírt, nem tenyészthet , Candidatus státusú bakteriális szimbionták vizsgálatára. Nagy 
lehet séget látok az ízeltlábúakban él  nempatogén Rickettsia szimbionták vizsgálatában 






A filogenetikai faszerkesztéshez felhasznált szekvenciák neve és azonosítója 
  
  
Wolbachia szimbionták, B-f csoport  
Porcellio scaber, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén AJ001608
Porcellio spinicornis, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén 
 
AJ001609
Armadillidium nasatum, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén AJ223239
Armadillidium vulgare, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén X65669
Cylisticus convexus, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén AJ001602
Haplophthalmus danicus, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén AJ001604
Porcellio dilatatus, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén X65673
Cylisticus convexus, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén, cc1/tb AJ306312
Trachelipus ratzeburgii, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén, trb1/tb AJ306315
Tribolium confusum, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén X65674
Culex pipiens, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén X61768.1
Sphaeroma rugicauda, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén AJ001611
Trichogramma deion, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén L02887.1
Laodelphax striatellus, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén X65672
Wolbachia szimbionták, A-f csoport 
Protracheoniscus amoenus, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén, pa1/tb AJ306313
Porcellio dilatatus, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén, pd1/tb AJ306314
Porcellio scaber, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén, ps1/dsz AJ306307
Hyloniscus riparius, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén, hr1/dsz AJ306308
Trachelipus ratzeburgii, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  trb1/dsz AJ306309
Trachelipus rathkii, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén, trk1/dsz AJ306310
Armadillidium vulgare, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén, av1/dsz AJ306311
Aphytis lingnanensis, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén X87406.1
Muscifidurax uniraptor, Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén L02882.1
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Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Onchocerca lupi AJ315150
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Brugia malayi AF051145
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Brugia pahangi AF093511
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Dirofilaria immitis Z49261
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Dirofilaria repens AJ276500
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Litosomoides sigmodontis AF069068
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Onchocerca gibsoni AJ276499
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Onchocerca gutturosa AJ276498
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Onchocerca ochengi AJ010276
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Onchocerca volvulus AF069069
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Wuchereria bancrofti AF093510
Wolbachia endoszimbionta, 16S rRNS gén,  Drosophila sechellia U17059
 
COI gén, Onchocerca lupi AJ415417
COI gén, Acanthocheilonema viteae AJ272117
COI gén, Brugia malayi AJ271610
COI gén, Brugia pahangi AJ271611
COI gén, Dirofilaria immitis AJ271613
COI gén, Dirofilaria repens AJ271614
COI gén, Litosomoides sigmodontis AJ271615
COI gén, Onchocerca gibsoni AJ271616
COI gén, Onchocerca gutturosa AJ271617
COI gén, Onchocerca ochengi AJ271618
COI gén, Onchocerca volvulus NC_001861
COI gén, Wuchereria bancrofti AJ271612
 
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Onchocerca lupi AJ415416
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Brugia malayi AJ010269
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Brugia pahangi AJ010270
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Dirofilaria immitis 1 AJ010272
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Dirofilaria immitis 2 AJ131709
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Dirofilaria repens AJ010273
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Litosomoides sigmodontis AF081199
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Onchocerca gibsoni AJ010267
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Onchocerca gutturosa AJ010266
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Onchocerca ochengi AJ010268
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Onchocerca volvulus AF282845
Wolbachia endoszimbionta, ftsZ gén,  Wuchereria bancrofti AF081198
 
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Onchocerca lupi AJ415415
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Brugia malayi AJ252061
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Brugia pahangi AJ252175
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Dirofilaria immitis  AJ252062
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Dirofilaria repens AJ252176
 58
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Litosomoides sigmodontis AJ252177
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Onchocerca gibsoni AJ252178
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Onchocerca gutturosa AJ276497
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Onchocerca ochengi AJ252179
Wolbachia endoszimbionta, wsp gén,  Onchocerca volvulus AJ276496



































VII. 3. Melléklet  
 
































































































































>gi|23504732|emb|AJ415416.1| Wolbachia endosymbiont of Onchocerca lupi 












>gi|23504730|emb|AJ415415.1| Wolbachia endosymbiont of Onchocerca lupi 









>gi|19351908|emb|AJ315150.1| Wolbachia endosymbiont of Onchocerca lupi 


















>gi|23504398|emb|AJ415417.1| Onchocerca lupi mitochondrion partial coi gene 











>gi|22218024|emb|AJ292036.1| Unidentified actinobacterium d8 partial 16S 













































































>gi|13311198|emb|AJ409157.1| Beta proteobacterium dtb97 partial 16S rRNA 












































































































































































>gi|13162249|emb|AJ309920.1| Staphylococcus haemolyticus partial 16S rRNA 









>gi|13162248|emb|AJ309914.1| Sanguibacter inulinus partial 16S rRNA gene, 


















>gi|13162220|emb|AJ309918.1| Achromobacter xylosoxidans partial 16S rRNA 













































>gi|12584650|emb|AJ292034.1| Unidentified actinobacterium d13 partial 16S 






































































































>gi|10185066|emb|AJ298929.1| Geodermatophilus sp. d36 partial 16S rRNA 








































































A Wolbachia pipientis egy rickettsiaféle alfa-proteobaktérium, ami gyakori sejtes 
endoszimbiontája az ízeltlábúaknak és bizonyos fonálférgeknek. Egyes becslések szerint a 
Wolbachia fert zés gyakorisága a rovarok között 15-75% között lehet, így valószín leg ez az 
egyik leggyakoribb endoszimbionta baktérium a Földön. Ízeltlábúakban ez a baktérium f leg 
a szaporító szervrendszer szöveteiben található meg és így jut át a pete citoplazmán keresztül, 
vertikális úton, az utódgeneráció egyedeibe. A Wolbachia törzsek képesek arra, hogy 
befolyásolják a gazdáik szaporodását, mégpedig úgy, hogy az a saját terjedésüket el segítse. 
Ezeknek az ivararányt torzító módszereknek a f bb típusai a következ k: feminizáció, a 
sz znemzés (parthenogenezis), citoplazmás inkompatibilitás, és a hímek megölése. Ezért 
aztán az Ízeltlábúak körében a Wolbachia baktériumot, mint szexuális- vagy szaporodási 
parazitát tarjuk számon. Ezzel szemben a fonálférgekben található Wolbachia törzsek régóta 
obligát, mutualista szimbionták, ami a gazda és a baktériumok hasonló leszármazási viszonyai 
is tükröznek. Széles kör  elterjedése és a gazdaszervezetek túlélésére és szaporodására 
gyakorolt hatása miatt a Wolbachia baktériumokat potenciális biológiai kontrol eszközként 
próbálják felhasználni az ízeltlábú kártev k és a vérszívó rovarok ellen, melyek számos, 
súlyos, milliókat érint , emberi megbetegedést terjesztenek. 
Els  vizsgálatainkban egy a bakteriális 16S riboszómális RNS gén PCR amlifikációján 
alapuló kétlépcs s, tehát rendkívül érzékeny, módszert használtunk a Wolbachia szimbionták 
kimutatására és jellemzésére. Az univerzális 16S PCR után egy Wolbachia specifikus 
primerpárt használtunk, majd a kapott PCR termékeket direkt szekvenáltuk. Ezerlábúakból 
nem mutattunk ki Wolbachiát, viszont a szárazföldi ászkarákokat vizsgálva megtaláltuk a már 
leírt, Wolbachia B f csoportba tartozó szimbiontákat. Els ként írtunk le olyan ászka 
szimbiontákat, amelyek a Wolbachia A f csoportba tartoznak. A Trachelipus ratzeburgii 
fajról megállapítottuk, hogy két, izolált él helyén, különböz , A vagy B f csoportba tartozó 
szimbiontát hordoz. 
További vizsgálatainkban az Onchocerca lupi nev , kutyák szemférgességét okozó fonálféreg 
faj Wolbachia szimbiontáit írtuk le morfológiailag és genetikailag a 16s rRNS, ftsZ valamint a 
wsp markergének alapján. A filogenetikai elemzés szerint a szimbionta a Wolbachia C 
f csoportba tartozik és csakúgy, mint gazdája, elkülönül a már leírt típusoktól. 
Leszármazásuk is hasonló mintázatot mutat, ami csakugyan meger síti különállásukat. A 
kutyákat fert z  nematoda-Wolbachia rendszer, mint állat modell felhasználható az emberi 




Wolbachia pipientis bacteria ( -subdivision, Proteobacteria) form intracellular symbiosis with 
Arthropods and Nematodes. Estimates show that 15-75% percent of all insect species are 
infected with Wolbachia endosymbionts making it one of the most common bacterial 
symbioses on Earth. 
In Arthropods, these bacteria live mainly in the reproductive tissues of their hosts and are 
transmitted to the next generation vertically, via egg cytoplasm. Wolbachia are able to alter 
the reproduction of their hosts in order to secure their own spreading. These alterations are 
feminization, parthenogenesis, cytoplasmic incompatibility and male killing. In arthropod 
hosts Wolbachia is considered as a sexual parasite, while in Nematodes we can find long 
standing obligate mutualistic relationship, which resulted in parallel cladogenesis for host and 
symbiont.  
Based on its ubiquitous distribution and effects of survival and reproduction Wolbachia could 
be used as a powerful biological control tool for arthropod pests and arthropod vector borne 
diseases including filarioses. 
In the first study a 16S rRNA gene based sensitive nested PCR assay was developed using 
universal 16S and Wolbachia specific primers followed by sequencing and phylogenetic 
analysis to detect infection. 
All investigated isopod species proved to be infected but none of the Diplopods. Phylogenetic 
analysis placed some of our sequences into supergroup B Wolbachia. They showed a high 
level of sequence similarity to the previously described isopod symbionts. Most of the isopod 
symbionts we detected in Hungary were related to supergroup A Wolbachia. This is the first 
report of isopods harbouring supergroup A bacteria. Symbionts of Trachelipus ratzeburgii 
collected from different sampling sites clustered separately into the supergroups A and B. 
The mutualistic Wolbachia symbiont of the filarial nematode Onchocerca lupi causing ocular 
onchocerciasis in dogs has been characterised by electron microscopy and phylogenetic 
analysis using 16s rRNA, ftsZ and wsp marker genes. Phylogenetic position of O. lupi 
symbiont, a C supergroup Wolbachia corroborated the distinct position of O. lupi among other 
Onchocerca spp. This system could be used as a powerful animal model to study human 
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